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Durante as últimas décadas, observou-se um aumento surpreendente na 
prevalência do diabetes melito (DM) em populações de várias regiões do 
mundo, inclusive no Brasil. Os tratamentos farmacológicos disponíveis 
atualmente não impedem a progressão da doença, apenas amenizam os 
sintomas. Neste cenário, a pesquisa de novas moléculas com potencial 
terapêutico para o tratamento do diabetes são de extrema importancia. 
Modificações na estrutura química fundamental da glibenclamida, uma 
sulfonilureia de segunda geração, pode aumentar o efeito biológico e ser 
mais efetiva no controle da glicemia. O objetivo do presente trabalho foi 
investigar o efeito antidiabético de 12 derivados da sulfonamida sinteti-
zados com base em um fragmento de glibenclamida. Os efeitos destes 
derivados foram investigados sobre a glicemia, a secreção de insulina, a 
captação de cálcio, o conteúdo de glicogênio, e as atividades das dissa-
caridades intestinais e da lactato desidrogenase. A sulfonamida 5, substi-
tuída com o grupo 4-OCH3-fenilo, apresentou a melhor redução da gli-
cemia na curva de tolerância oral à glicose e a melhor secreção de insu-
lina entre os 12 compostos estudados. Os derivados da sulfonamida 3, 5, 
7 e 9  estimularam o influxo de cálcio em ilhotas pancreáticas da mesma 
maneira que as sulfonilureias. O efeito estimulatório da sulfonamida 5 
na captação de cálcio foi mediado pelos canais de K
+
-ATP, canais de 
cálcio do tipo L dependentes da voltagem, cálcio intracelular e pela 
proteína cinase C em células beta nas ilhotas pancreáticas. No intestino, 
a sulfonamida 5 inibiu a atividade da maltase e da sacarase e, no múscu-
lo esquelético, aumentou o conteúdo de glicogênio. A toxicidade de 
sulfonamida 5 não foi detectada pelo ensaio da LDH. Ainda, nesta pri-
meira parte do trabalho, a sulfonamida 11, teve uma notável ação antihi-
perglicêmica, por isso, foi avaliado a capacidade deste composto em 
aumentar a captação da glicose em tecidos periféricos e diminuir produ-
tos finais de glicação avançada (AGEs). A sulfonamida 11, substituída 
com o grupo tiofenil aumentou a captação de glicose em tecido adiposo 
e muscular. O efeito estimulatório da sulfonamida 11 na captação de 
glicose envolve a ativação de canais K
+
-ATP e, a ativação da transloca-
ção e da fusão de vesículas contendo GLUT4 na membrana plasmática 
do adipócito. A sulfonamida 11 reduziu a formação de AGES, nas doses 
de 0,1 e 1 µg/ml em 7, 14 e 28 dias de incubação. A partir destes resul-
tados obtidos concluímos que as sulfonamidas sintetizadas podem ser 
uma boa opção terapêutica para o tratamento do diabetes. As acilhidra-
zonas são compostos sintéticos promissores que apresentam um amplo 
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espectro terapêutico e, recentemente, foram patenteadas por notável 
atividade antileucêmica. Na segunda parte deste trabalho objetivo do 
estudo foi investigar o efeito anti-diabético das acilhidrazonas 1, 2, 3 e 
4. As acilhidrazonas foram investigadas sobre a glicemia, a secreção de 
insulina, a captação de cálcio, o conteúdo de glicogênio, a captação de 
glicose e a  atividade da lactato desidrogenase. As acilhidrazonas 1 e 4 
foram  capazes reduzir  a glicemia na curva de tolerância à glicose. Um 
efeito secretagogo notável in vivo foi mostrado pela acilhidrazona 1 ou 
ácido [(2E)-N-(1'-naftil) -3,4,5-trimetoxibenzohidrazida] e, em experi-
mentos in vitro, um efeito agudo e dependente da dose, na captação de 
cálcio em ilhotas pancreáticas, foi observado. Este efeito estimulatório 
na captação de cálcio, parece ser mediado, pelo menos em parte, pelos 
canais K
+
-ATP. O efeito insulinomimético foi evidenciado pela glicemia 
de ratos diabéticos induzidos por aloxano. A acilhidrazona 1 induziu um 
aumento significativo no conteúdo de glicogênio in vivo e na captação 
de glicose no músculo esquelético in vitro. A partir destes dados, foi 
analisado o mecanismo de ação da acilhidrazona 1 (BZD) na captação 
de glicose em músculo esquelético e o efeito in vivo na atividade das 
dissacaridases intestinais. O efeito agudo do BZD na captação de glicose 
foi mediado pelo aumento da quantidade e da translocação de GLUT4 
na membrana plasmática do músculo esquelético. O efeito genômico, 
bem como a translocação do GLUT4 envolveu a ativação de PI 3-K e da 
MAPK. Ainda, a integridade microtúbulos para o processo de adesão e 
do ancoramento das vesículas contendo GLUT4 foi crucial para o efeito 
estimulatório do BZD na captação da glicose. Além disso, o BZD redu-
ziu a atividade das dissacaridases intestinais, um efeito adicional na 
homeostasia da glicose que reforçou o potencial terapêutico para o tra-
tamento do diabetes.  
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During the last decades, there has been a surprising increase in the pre-
valence of diabetes mellitus (DM) in populations from various regions 
of the world, including Brazil. The currently available pharmacological 
treatments do not prevent the progression of the disease, only alleviate 
symptoms. In this scenario, the research for new molecules with thera-
peutic potential for the treatment of diabetes are of utmost importance. 
Fundamental changes in the core structure of glibenclamide, a sulfony-
lurea second generation, can increase the biological effect and be more 
effective to glycemia control. The objective of this study was to investi-
gate the antidiabetic effect of 12 sulfonamide derivatives synthesized 
based on a glibenclamide fragment. The effects of these derivatives 
were investigated on blood glucose, insulin secretion, calcium uptake, 
glycogen content, and the activities of intestinal disaccharidase and 
lactate dehydrogenase. The sulfonamide 5, replaced with 4-OCH3-
phenyl group, showed the best reduction in blood glucose in the oral 
glucose tolerance curve and better insulin secretion among the 12 com-
pounds studied. The sulfonamide derivatives 3, 5, 7 and 9 stimulated 
calcium influx in pancreatic islets in the same manner as the sulfonylu-
reas. The sulfonamide 5 stimulatory effect on calcium uptake was me-




-ATP), intracellular calcium 
and by protein kinase C in beta cells of the pancreatic islets. In the intes-
tine, the sulfonamide 5 inhibit the activity of sucrase and maltase and, 
skeletal muscle glycogen content increased. The sulfonamide 5 toxicity 
was not detected by LDH assay. Still, this first part of the work, the 
sulfonamide 11, had a remarkable anti hyperglycemic action, so it was 
evaluated the ability of this compound to increase glucose uptake in 
peripheral tissues and decrease advanced glycation end products 
(AGEs). The sulfonamide 11, substituted with thiophenyl group in-
creased glucose uptake in adipose and muscle tissue. The sulfonamide 
11 stimulatory effect on glucose uptake involves the activation of K
+
-
ATP channels and activation, translocation and fusion of vesicles con-
taining GLUT4 at the adipocytes on plasma membrane. The sulfona-
mide 11 reduced AGES formation at doses of 0.1 and 1 mg/mL at 7, 14 
and 28 days of incubation. From these results we concluded that the 
synthesized sulfonamides can be a good therapeutic option for the 
treatment of diabetes. The acylhydrazones are promising synthetic com-
pounds that exhibit a wide therapeutic spectrum and has recently been 
patented by remarkable antileukemic activity. In the second part of this 
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study objective was to investigate the anti-diabetic effect of acylhydra-
zones 1, 2, 3 and 4. Acylhydrazones were investigated on blood glucose, 
insulin secretion, calcium uptake, glycogen content, glucose uptake and 
lactate dehydrogenase activity. The acylhydrazones 1 and 4 were able to 
reduce glycemia in glucose tolerance curve. A remarkable secretagogue 
effect in vivo was shown by acylhydrazone 1 [(2E)-N-(1'-naphthyl)-
3,4,5-trimetoxybenzohydrazide], and in vitro experiments, an acute and 
dose-dependent effect on the calcium uptake in pancreatic islets was 
observed. This calcium uptake stimulatory effect seems to be mediated, 
at least in part by K
+
-ATP channels. The insulinomimetic effect was 
evidenced by glycemia in diabetic rats induced by alloxan. The acylhy-
drazone 1 induced a significant increase in glycogen content in vivo and 
glucose uptake in skeletal muscle in vitro. From these data, we investi-
gated the acylhydrazone 1 (BZD) mechanism of action in glucose up-
take in skeletal muscle and the effect on activity of intestinal disacchari-
dases in vivo. The acute effect of BZD on glucose uptake was mediated 
by the increased amount of GLUT4 translocation to the plasma mem-
brane of skeletal muscle. Genomic effect as well as GLUT4 transloca-
tion involving the activation of PI 3-K and MAPK. Still, the microtu-
bules to the accession process and the anchoring of vesicles containing 
GLUT4 integrity was crucial for the stimulatory effect of BZD in glu-
cose uptake. Furthermore, the BZD reduced activity of intestinal disacc-
haridases, an additional effect on glucose homeostasis has reinforced 
therapeutic potential for the treatment of diabetes. 
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ADP Difosfato de adenosina (do inglês: adenosine diphospha-
te) 
AGEs Produtos finais de glicação avançada (do inglês: advan-
ced glycation end-product) 
Akt Proteína cinase B (do inglês: protein kinase B) 
AMP Monofosfato de adenosina (do inglês: adenosine mono-
phosphate) 
AMPK Proteína cinase ativada pelo 5'- AMP (do inglês: 5' AMP-
activated protein kinase) 
aPKC(δe λ) Isoformas da PKC atípica (do inglês: atypical protein 
kinase C isoforms) 
AS160 Proteína substrato da Akt de 160 kDa (do inglês: Akt 
substrate of 160 kDa) 
ATP  Trifosfato de adenosina (do inglês: adenosine triphospha-
te) 
BZD Acilhidrazona 1 ou ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida   
Cbl Proteína ligase a ubiquitina E3 (do inglês: E3 ubiquitin-
protein ligase) 
CCVD Canais de cálcio dependentes da voltagem (do inglês: 
voltage-dependent calcium channels) 
CEUA Comitê de ética do uso de animais 
CoMFA  Análise conformacional Monte Carlo (do inglês: Compa-
rative Molecular Field Analysis) 
CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimentação Ani-
mal 
DAG Diacilglicerol 
DM1  Diabetes Melito tipo 1   
DM2  Diabetes Melito tipo 2 
DMSO Dimetil sulfóxido 
EM Espectrometria de massa 
FoxO Fator de transcrição (do inglês: forkhead box protein 
transcription factors) 
GAP Proteína ativadora de GTPases (do inglês: GTPase-
activating protein) 
GIP Polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose (do 
inglês: glucose-dependent insulinotropic peptide) 




GLUT2  Proteína transportadora de glicose 2 (do inglês: glucose 
transporter type 2) 
GLUT4 Proteína transportadora de glicose 4 (do inglês: glucose 
transporter type 4) 
GLUT5 Proteína transportadora de glicose 5 (do inglês: glucose 
transporter type 5) 
Grb2 Proteína adaptadora ligada ao receptor de fator de cres-
cimento (do inglês: growth factor receptor-bound protein 
2) 
GSK-3 Sintase de glicogênio 3 (do inglês: glycogen synthase 
kinase 3) 
GSV Vesículas contendo GLUT4 (do inglês: GLUT4 storage 
vesicles) 
HbA1c Hemoglobina glicada 
II Índice insulinogênico 
IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato 
IR Receptor de insulina (do inglês: insulin receptor) 
IRS-1  Substrato do receptor de insulina 1 (do inglês: insulin 
receptor substrate 1) 
IRS-2  Substrato do receptor de insulina 2 (do inglês: insulin 
receptor substrate 2) 
IV Espectros de infravermelho 
K
+
-ATP    Canais de potássio sensíveis ao ATP (do inglês: ATP-
sensitive potassium channel) 
Kd  Constante de dissociação 
Kir6.x Subunidade do canal K
+
-ATP formadora do poro (do 
inglês: inwardly-rectifying potassium channels) 
LDH  Lactato desidrogenase 
MAPK Cinase ativada por mitogéno seletiva para serina/treonina 
(do inglês: mitogen-activated protein kinases) 
MEK Proteína cinase da cinase ativada por mitogéno seletiva 
para serina/treonina (do inglês: mitogen-activated protein 
kinase kinase) 
OMS  Organização Mundial da Saúde 
PBS Tampão fosfato salina (do inglês: phosphate buffered 
saline) 
p38 MAPK Proteína cinase ativada por mitógeno p 38 
PDK1 Proteína cinase 1 dependente de fosfatidil-inositol (do 
inglês: phosphatidylinositol dependent kinase) 
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PEPCK  Proteína carboxicinase fosfoenolpiruvato (do inglês: 
phosphoenolpyruvate carboxykinase) 
PI 3-K  Proteína cinase 3 fosfatidil-inositol (do inglês: phospha-
tidylinositol 3-kinase) 
PIP2 fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
PKA Proteína cinase A (do inglês: protein kinase A) 
PKC Proteína cinase C (do inglês: protein kinase C) 
PLC Fosfolipase C (do inglês: 
PMA Éster de forbol acetato 12 miristato 13 (do inglês: phorbol 
12-myristate 13-acetate) 
PP1 Proteína fosfatase 1 (do inglês: protein phosphatase) 
RMN Ressonância magnética nuclear de espectroscopia 
RP 2254 P-amino-benzeno-sulfonamido-isopropiltiodiazol 
RPP Vesícula prontamente disponível para fusão (do inglês: 
readily releasable pool) 
SH2 domínio 2 homólogo ao Src (do inglês: src homology 2) 
SNAP23 Proteína de 23 kD associada à sinaptossoma (do inglês:  
synaptosomal-associated protein 23) 
SNARE Receptor de proteínas de fixação a proteína de fusão sen-
sível a N-etilmaleimida solúvel (do inglês: um acrônimo 
derivado do "SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) 
REceptor") 
SUR Receptor de sulfoniluréia (do inglês: sulfonylurea recep-
tor) 
TCA Ácido tricloroacético (do inglês: trichloroacetic acid) 
TLC Cromatografia em camada fina (do inglês: thin layer c-
hromatography) 
TMs Transmembrana 
TOTG Teste oral de tolerância à glicose 
[U-
14
C]DG Deoxiglicose  
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O diabetes melito (DM) é um dos mais importantes problemas de 
saúde mundial. De acordo com a Organização Mundial da Saúde 
(OMS), atualmente existem 346 milhões de pessoas com diabetes no 
mundo e o número de mortes por diabetes duplicará entre 2005 e 2030 
(OMS, 2013). A população brasileira chegou ao número estimado de 
13,4 milhões de diabéticos no Brasil (INTERNATIONAL DIABETES 
FEDERATION, 2011). O DM está associado ao desenvolvimento de 
complicações, incluindo a doença cardiovascular, nefropatia, neuropatia 
e retinopatia (TAN e MACLEAN, 1995). A classificação do DM atual-
mente está baseada na etiologia da doença e a divide clinicamente em 
diabetes melito tipo 1 (DM1), diabetes melito tipo 2 (DM2), DM gesta-
cional e outros tipos de diabetes tais como o DM autoimune latente do 
adulto (LADA, do inglês: latente autoimune diabetes in adults). (IFD, 
2012).  
 
1.1 DIABETES MELITO TIPO 1 
 
Pessoas com diabetes tipo 1 constituem aproximadamente 10% 
dos 10 milhões de diabéticos nos Estados Unidos da América. Embora a 
natureza exata do insulto não esteja clara, o DM1 é caracterizado pela 
destruição das células beta pancreáticas devido ao ataque autoimune 
mediado pelas células T (ATKINSON e EISENBARTH, 2001). Ao 
longo dos anos, este ataque autoimune leva à depleção gradual da popu-
lação de células beta (KLOPPEL et al., 1985). Os sintomas aparecem 
abruptamente quando 80 a 90% das células beta foram destruídas. Neste 
ponto, o pâncreas falha em responder adequadamente à ingestão de gli-
cose, e a terapia com insulina se torna necessária para restaurar o contro-
le metabólico e prevenir a cetoacidose (HANLEY et al., 2009). 
As anormalidades metabólicas do DM1 resultam da deficiência 
da insulina, que afeta de forma mais marcante o metabolismo de três 
tecidos: fígado, músculo e tecido adiposo. Níveis elevados de glicose e 
cetonas no sangue são características do diabete melito tipo 1 não trata-
do. A hiperglicemia é causada por um aumento na produção hepática de 
glicose, juntamente com diminuição na utilização periférica (CHAMPE, 
HARVEY e FERRIER, 2010). A cetose resulta da mobilização aumen-
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tada de ácidos graxos do tecido adiposo, combinada com aceleração 
hepática na beta-oxidação de ácidos graxos e na síntese de 3-
hidroxibutirato e acetoacetato (NEWTON e RASKIN, 2012). Os ácidos 
graxos que chegam ao fígado e não são oxidados ou utilizados na síntese 
de corpos cetônicos, são convertidos em triacilgliceróis, que são empa-
cotados e secretados em lipoproteínas de densidade muito baixa (VL-
DL). Com os níveis de insulina baixos no DM1, diminui a síntese da 
enzima lipase liproteica, que cataliza a degradação das lipoproteínas e 
quilomícrons no tecido adiposo. Isto resulta em um aumento dos níveis 
plasmáticos de quilomicras e VLDL, chamado de hipertriacilglicerole-
mia (EGAN et al., 1992; WANG et al., 2008). 
 
1.2 DIABETES MELITO TIPO 2 
 
O DM2 é a forma mais comum da doença, atingindo cerca de 
90% da população diabética dos EUA. A donça se caracteriza pela falha 
da célula beta pancreática em compensar a reduzida sensibilidade perifé-
rica à insulina, aumentando a secreção do hormônio (PICK et al., 1998; 
WEIR et al., 2001). Dessa forma, a hiperglicemia resultante está rela-
cionada à diminuição na captação de glicose pelos tecidos periféricos e a 
um aumento na produção hepática de glicose. Em indivíduos com fun-
ção da célula beta normal, aumentos na demanda de insulina devido à 
resistência periférica ao hormônio são compensados por um aumento 
coordenado na secreção de insulina, mantendo assim os níveis de glico-
se plasmática dentro da normalidade. Em indivíduos geneticamente 
predispostos ao DM2, a falha da célula beta em compensar o aumento 
na demanda resulta em progressiva elevação dos níveis de glicose e 
determina o início do quadro clínico da doença. Desse modo, o DM2 é 
caracterizado por hiperglicemia, resistência à insulina e relativa diminu-
ição na secreção de insulina (DONATH e HALBAN, 2004). 
A resistência à insulina e a diminuição da secreção da insulina 
são as anormalidades metabólicas presentes em pacientes com DM2. A 
hiperglicemia é causada por um aumento da produção hepática de glico-
se, combinado com a diminuição da captação da glicose pelo músculo e 
tecido adiposo. Além disso, ocorre diminuição da síntese e do conteúdo 
de glicogênio hepático e muscular.  Em geral, a cetose é mínima ou 
ausente, pois a presença de insulina, mesmo com resistência a insulina, a 
cetogênese hepática diminui (NEWTON e RASKIN). A hipertrialcilgli-
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cerolemia é causada pela dimiuição da lipase lipoproteica, resultando em 
níveis elevados de quilomícrons e VLDL (EGAN et al., 1992; WANG et 




Figura 1.1: Principais fatores que contribuem para a hiperglicemia no 






















A diminuição dos níveis de insulina induz um aumento anormal 
da atividade e expressão das dissacaridases intestinais (DYER et al., 
2002; LIU et al., 2011). As dissacaridases são responsáveis pela diges-
tão final dos carboidratos que ocorre no epitélio mucoso do jejuno supe-
rior. As dissacaridases compreendem a isomaltase, maltase, sacarase e a 
lactase que são secretadas pelo lado luminal da membrana em forma de 
escova das células da mucosa intestinal e permanecem associadas a essa 
membrana. Por exemplo, a ísomaltase rompe a ligação α(1~6) da iso-
maltose, e a maltase hidrolisa a maltose, ambas produzindo glicose. A 
sacarase hidrolisa a sacarose, produzindo a glicose e a frutose e a lactase 
(β-galactosídase) hidrolisa a lactose, produzindo a galactose e a glicose 
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(CHAMPE, HARVEY e FERRIER, 2010). O duodeno e o jejuno supe-
rior absorvem a maior parte dos glicídeos da dieta. A captação de glico-
se pelas células intestinais não requer insulina. Por isso, a combinação 
do aumento da atividade e níveis protéicos das dissacaridases, assoacia-
dos a uma maior absorção dos glicídeos da dieta, contribui para a hiper-
glicemia no DM2 (TANDON, SRIVASTAVA e PANDEY, 1975). Dife-
rentes glicídeos são absorvidos por meio de diferentes mecanismos. Por 
exemplo, a galactose e a glicose são transportadas para o interior das 
células mucosas por um processo ativo, que requer energia, envolvendo 
uma proteína transportadora específica e necessitando de uma captação 
concomitante de íons sódio. A absorção de frutose requer um transpor-
tador de monossacarídeo independente de sódio (GLUT5). Todos os três 
monossacarídeos são transportados das células mucosas intestinais para 
a circulação porta por outro transportador, o GLUT2 (CHAMPE, HAR-
VEY e FERRIER, 2010). Deste modo a diminuição da captação da gli-
cose no intestino pode ser provocada pela diminuição da atividade das 
dissacaridases intestinais. 
A função das células beta pode estar reduzida em 50% no mo-
mento do diagnóstico do DM2. Ao longo do tempo, a função reduz pro-
gressivamente cerca de 6% ao ano. A disfunção das células beta causa 
anormalidades no metabolismo do DM2. Estudos indicam que além do 
mecanismo de perda natural das células beta, a taxa de apoptose celular 
aumenta, enquanto que a taxa de renovação celular permanece inalterada 
(BUTLER et al., 2003). A secreção de insulina possui duas fases (HU-
ANG e JOSEPH, 2014), sendo que a primeira fase de secreção de insu-
lina está prejudicada no DM2 (Gerich, 1998; Del Prato, MARCHETTI e 
BONADONNA 2002). Além disso, parece que o ambiente hiperglicê-
mico e hiperlipidêmico que é encontrado em DM2 é diretamente tóxico 
para as células beta pancreáticas (MAEDLER et al., 2001; EL-ASSAAD 
et al., 2003). Além disso, a quantidade de massa de células beta pode 
estar normal (RITZEL et al., 2006), sendo que a deficiencia pode ser 
funcional (KLOPPEL et al., 1985; GUIOT et al.,  2001). Estes eventos 
resultam na falha parcial ou total da secreção da insulina. Portanto a 
preservação da função das células beta é um alvo farmacológico para a 








Figura 1.2: Perda da função pancreática com o decorrer do tempo de 
diabetes. Fonte: Adaptado de HOLMANN, 1998. 
 
Figura 1.3: As duas fases da secreção fisiológica da insulina. Fonte: 






Hiperglicemia crônica é a característica mais comum de todas as 
formas do DM. Entre as hipóteses que explicam como a hiperglicemia 
crônica conduz aos danos celulares e teciduais observados nessa doença, 
a da formação dos AGEs é considerada uma das mais importantes 
(BROWNLEE, 2001; PEPPA, URIBARRI e VLASSARA, 2003) 
A reação de formação de AGEs pode ser separada em três fases. 
Na primeira, ocorre a glicação não enzimática, em que o grupamento 
carbonila do açúcar redutor se condensa com o grupo amino livre da 
proteína, formando a base de Schiff que, após sofrer rearranjo, origina 
os produtos de Amadori, estruturalmente mais estáveis. A hemoglobina 
glicada e a frutosamina são conhecidos exemplos de produtos de Ama-
dori. Na fase intermediária, os produtos de Amadori são transformados 
em uma série de compostos dicarbonílicos como glioxal, metilglioxal e 
glicoaldeído através de oxidações e desidratações. A última fase com-
preende a reação da dicarbonila novamente com os grupos amina primá-
rias acessíveis, formando os compostos irreversíveis chamados AGEs. A 
inibição de qualquer uma destas três fases pode reduzir a formação dos 
AGEs e beneficiar o tratamento de doenças cardiovasculares, nefropatia, 
neuropatia e retinopatia (TAN e MACLEAN, 1995; PEPPA, URIBAR-






















Figura 1.4: Formação de AGES. Fonte: Adaptado de PEPPA, URI-
BARRI e VLASSARA, 2003. 
 
1.3 SÍNTESE DE INSULINA 
 
Nos mamíferos, a insulina é sintetizada no pâncreas dentro das 
células beta das ilhotas de Langerhans. Um milhão a três milhões de 
ilhotas de Langerhans (ilhotas pancreáticas) formam a parte endócrina 
do pâncreas. A porção endócrina representa apenas 2% da massa total 
do pâncreas. Dentro das ilhotas de Langerhans, as células beta constitu-
em 60-80% de todas as células (STEINER et al., 2001).  
A biogênese da insulina inicia com a síntese de pré-pro-insulina 
no retículo endoplasmático rugoso e a conversão de pré-pro-insulina a 
pró-insulina. A pró-insulina é empacotada no complexo de Golgi em 
grânulos secretores imaturos. Estes grânulos imaturos se tornam ácidos 
através de uma bomba de prótons dependente de trifosfato de adenosina 
(ATP) e a pró-insulina sofre clivagem proteolítica, resultando na forma-
ção de insulina e peptídeo-C. Durante o processo de maturação dos grâ-
nulos, a insulina é cristalizada com zinco e cálcio na forma de grânulos 
com núcleo denso (MICHAEL et al., 1987). A liberação de insulina 
envolve a movimentação desses grânulos, via microtúbulos, para a 
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membrana plasmática e a consequente fusão exocitótica (XU et al., 
1999; ELIASSON, 2008).  
A secreção de insulina in vivo estimulada pela glicose tipicamen-
te segue um curso de tempo bifásico (HUANG e JOSEPH, 2014). Pouco 
depois da elevação da concentração de glicose, um estímulo agudo da 
secreção de insulina é observado, referido como "secreção de insulina de 
primeira fase", que é seguido por uma estimulação de desenvolvimento 
gradual e secundário, chamado "secreção de insulina de segunda fase" 
(RORSMAN et al., 2000).  
1.4 SECREÇÃO DE INSULINA 
 
A secreção de insulina é regulada principalmente pela concentra-
ção de glicose no líquido intersticial que cerca as células beta das ilhotas 
pancreáticas. A principal cascata de sinalização da secreção de insulina 
é estimulada pela glicose. O GLUT2 permite a entrada de glicose na 
célula beta, que é metabolizada aumentando da razão ATP/ADP. O 
aumento dos níveis de ATP culmina no bloqueio dos canais de potássio 
sensíveis ao ATP (K
+
-ATP) localizados na membrana plasmática e re-
sulta na despolarização da membrana, facilitando a entrada de cálcio 
extracelular devido a uma abertura dos canais de cálcio dependentes da 
voltagem (CCVD). O aumento do influxo de cálcio extracelular para o 
compartimento citosólico e a mobilização de cálcio dos estoques intra-
celulares são fundamentais para o transporte em vesículas com grânulos 
de insulina para a membrana plasmática, tanto na fusão, como na libera-
ção da insulina na circulação (ASHCROFT e RORSMAN, 1989; MIS-
LER et al., 1992). 
Estes eventos descrevem a primeira fase da cascata de sinalização 
da secreção de insulina estimulada pela glicose, dependente do canal 
K
+
-ATP e do influxo de cálcio que correspondem à secreção dos grânu-
los de insulina pré-formados localizados próximo à membrana citoplas-
mática. Estes grânulos pertencem ao grupo de vesículas prontamente 
disponíveis para fusão com a membrana plasmática (RPP) e caracteristi-
camente contêm menos que 5% do número total de grânulos (PAR-
SONS et al., 1995).   
A segunda fase de secreção de insulina ocorre através do aumento 
progressivo e da potencialização do influxo de cálcio, promovendo a 
preparação, o recrutamento e o transporte de novos grupos de grânulos 
para a exocitose. Esta fase, também chamada de amplificação, é conhe-
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cida como “cascata de sinalização da secreção de insulina estimulada 
pela glicose independente do canal de K
+
-ATP”, pois depende da pre-
sença crescente de cálcio intracitoplasmático do citosol para vesícula 
(STRAUB et al., 2001). Aproximadamente 95-99% dos grânulos de 
insulina são liberados nesta fase, e são denominados não disponíveis ou 
de segunda fase. Estes grânulos necessitam ser quimicamente modifica-
dos, ou mesmo fisicamente translocados, para se tornarem imediatamen-
te disponíveis para fusão com a membrana plasmática e obter a capaci-
dade de liberação (XU et al., 1999; ELIASSON, 2008). 
 
Figura 1.5: Mecanismo de secreção de insulina. Fonte: Adaptado de 
NELSON e COX, 2011. 
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1.4.1 Canais de potássio dependentes de ATP e a secreção de 
insulina 
 
Está bem estabelecido que dois tipos de canais iônicos são parti-
cularmente importantes para o início da secreção de insulina: os K
+
-ATP  
e os CCDV (ASHCROFT e RORSMAN, 1989). Geralmente, os K
+
-
ATP estão associados ao metabolismo da glicose e a sinalização elétrica 
da membrana (ASHCROFT, HARRISON e ASHCROFT, 1984; AGUI-
LAR-BRYAN et al., 1995). Estes canais funcionam através de recepto-
res específicos, que são proteínas da membrana celular que formam um 
complexo funcional octamérico constituído por dois tipos de subunida-
des proteicas: Kir6.x, que possui sítios de ligação para o ATP, e um 
receptor de sulfoniluréia (SUR) (ASHCROFT e RORSMAN, 1989; 
BRYAN et al., 2005). Foram identificados dois genes codificando as 
subunidades Kir6 (Kir6.1 e Kir6.2) e dois genes codificando as subuni-
dades SUR (SUR1 e SUR2) (AGUILAR-BRYAN et al., 1995; SAKU-
RA et al., 1995). Kir6.x pertence à família de canais que retificam inte-
riormente K
+
 (Kir) e sua forma se assemelha a um tetrâmero para formar 
o poro do canal. A ligação do ATP aos domínios intracelulares desta 
subunidade produz a inibição do canal (TUCKER et al., 1997). SUR é 
um membro da família transportador ABC, com 17 hélices transmem-
brana (TMs), organizados como um grupo de 5 TMs e dois domínios de 
ligação intracelular contendo sequências consenso para a ligação de 
nucleotídeos e hidrólise (TUSNADY et al., 1997; CONTI et al., 2001).  
1.4.2 Canais de cálcio dependentes de voltagem e a secreção de 
insulina 
 
Os CCDV são amplamente expressos em vários tipos celulares. 
Nas células beta pancreáticas, foram identificados seis subunidades de 
CCDV, incluindo CCDV1.2, CCDV1.3, CCDV2.1, CCDV2.2, 
CCDV2.3 e CCDV3.1. De acordo com as propriedades farmacológicas 
e eletrofisiológicas, podem distinguir-se seis tipos de canais de cálcio: 
L, N, P, Q, R e T. (DAVALLI et al., 1996; SCHULLA et al., 2003; 
YANG e BERGGREN, 2005). Estudos demonstram que 60-80% da 
secreção de insulina induzida pela glicose estão atribuídos ao CCDV do 
tipo 1 (CCDV1) em ilhotas humanas, e de ratos (DAVALLI et al., 1996; 
SCHULLA et al., 2003). Foi demostrado que os canais CCDV1 partici-
pam da regulação de ambas as fases da secreção de insulina e desempe-
nham um papel mais evidente no desencadeamento da liberação da insu-
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lina durante a primeira fase em ilhotas humanas e de camundongos 
(DAVALLI et al., 1996). A atividade deste canal é potencializada pela 
proteína cinase A (PKA) e pela proteína cinase C (PKC) (DOYLE e 
EGAN, 2003).  Além disso, a PKC aumenta a eficiência do cálcio 
(Ca2+) citosólico liberaçãon das vesículas contendo grânulos de insulina 
(YANG e BERGGREN, 2006).  
1.5 SINALIZAÇÃO INTRACELULAR DA INSULINA E OS 
EFEITOS METABÓLICOS E FISIOLÓGICOS 
O receptor da insulina pertence a uma família de receptores de fa-
tores de crescimento. A sinalização intracelular da insulina começa com 
a ligação do hormônio a um receptor específico de membrana, uma 
proteína heterotetramérica com atividade cinase, composta por duas 
subunidades alfa e duas subunidades beta, denominado receptor de insu-
lina (IR) (SALTIEL e KAHN, 2001). A ativação do IR resulta na fosfo-
rilação em tirosina de diversos substratos, incluindo substrato do recep-
tor de insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2) (WHITE, 1998). A fosforilação das 
proteínas IRSs cria sítios de ligação para outra proteína citosólica de-
nominada fosfatidil-inositol 3-cinase (PI 3-K), promovendo a ativação. 
A PI 3-K é importante na regulação da mitogênese, diferenciação celular 
e efeitos metabólicos estimulados pela insulina (SAAD et al., 1993). A 
PI 3-K foi originalmente identificada como um dímero composto de 
uma subunidade catalítica (p110) e uma subunidade regulatória (p85). A 
fosforilação dos sítios de tirosina das proteínas IRSs ao domínio SH2 
(domínio 2 homólogo ao Src) da subunidade p85 da PI 3-K ativa o sítio 
catalítico associado (BACKER et al., 1992; MYERS et al., 1992). A 
enzima catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel 
de inositol, produzindo fosfatidil-inositol -3 fosfato, fosfatidil-inositol - 
3,4-difosfato e fosfatidil-inositol -3,4,5-trifosfato. A ativação da PI 3-K 
aumenta a fosforilação em serina da proteína cinase B (Akt). 
A Akt é uma serina treonina cinase que possui três isoformas 
(Akt1, Akt2 e Akt3) todas expressas em tecido muscular (DATTA,  
BRUNET e GREENBERG, 1999). Animais deficientes de Akt (nocaute 
da Akt) demonstraram características de diabetes grave, tais como hiper-
trofia da célula beta, aumento na produção hepática de glicose, diminui-
ção da homeostase da glicose e exacerbação da hiperglicemia. A proteí-
na Akt fosforila e ativa vários alvos metabólicos. Esta proteína estimula 
a captação de glicose, a síntese de glicogênio e de proteínas. Por outro 
lafo, a Akt possui funções não metabólicas, tais como a inibição da a-
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poptose e da degradação proteica em músculo esquelético através da 
fosforilação e inativação da proteína pró-apoptótica Bad e fatores de 
transcrição como a FoxO, respectivamente (OGG et al., 1997). Portanto, 
a via PI 3-k/Akt tem um importante papel nos efeitos metabólicos da 
insulina. 
1.5.1 Captação da glicose 
O estímulo do transporte de glicose pela insulina no músculo e no 
tecido adiposo é essencial para a manutenção da homeostase da glicose. 
O principal transportador de glicose que medeia esta captação é o trans-
portador de glicose 4 (GLUT4) (BOGAN, 2012). 
A insulina estimula a translocação de GLUT4 por ligação a subu-
nidades alfa do seu receptor, levando à autofosforilação da subunidade 
beta e à ativação da sua atividade tirosina cinase intrínseca. A ativação 
do IRS permite a interação com proteínas contendo porções SH2 como a 
PI 3-K, que é ativada através da fosforilação da subunidade regulatória 
p85. Acredita-se que a ativação da PI 3-K pela insulina é essencial para 
a estimulação da translocação de GLUT4. Um grande número de estu-
dos mostraram que os inibidores da PI 3-K (wortmanina e LY294002) 
ou a sub-expressão mutante da subunidade adaptadora p85 da PI 3-K, 
sem a capacidade de se ligar à subunidade catalítica p110, inibe comple-
tamente a translocação do GLUT4 e o transporte de glicose mediada por 
insulina em adipócitos e células do músculo esquelético (revisão em 
BOGAN, 2012). A PI 3-K catalisa a formação do segundo mensageiro 
intracelular PIP3 que irá regular a localização e atividade da cinase de-
pendente de fosfatidil-inositol 1 e 2 (PDK1 e PDK2, respectivamente), 
as quais fosforilam a Akt e as isoformas atípicas das proteínas cinases C 
(PKCξ e PKCλ) (TANIGUCHI, EMANUELLI e KAHN, 2006; LIU et 
al., 2006). A fosforilação da Akt desencadeia a captação de glicose atra-
vés da translocação do GLUT4 para a membrana celular.  Esse efeito 
parece ser mediado pela fosforilação da proteína AS 160, que possui 
domínio de proteína ativadora de GTPases (GAP). A AS160 tem ações 
específicas para proteínas da família Rab nos diversos aspectos do tráfe-
go de vesículas intracelulares, além de estar envolvida na reorganização 
do citoesqueleto (WATSON e PESSIN, 2007). Em adição, este processo 
envolve os microtúbulos e a actina para conduzir as vesículas contendo 
GLUT4 (GSVs) para a membrana plasmática. 
Na periferia da célula, as GSVs amarram (tether), engatam (dock) 
e se fundem com a membrana plasmática assistida pelo complexo de 
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exocitose seguido pelo envolvimento do complexo SNARE - um recep-
tor de proteínas de fixação à proteína de fusão sensível a N-
etilmaleimida solúvel. Algumas dessas proteínas que pertencem a este 
complexo (VAMP2, sintaxina 4, SNAP23, munc18 e Synip) regulam a 
fusão das vesículas com a membrana plasmática. A insulina recruta as 
vesículas de GLUT4 em direção à membrana através da fosforilação e 
ativação de VAMP2 na superfície das vesículas (Bogan, 2012). Essa 
proteína interage com SNAP23 e sintaxina 4 na membrana da célula, 
formando um complexo ternário. Concomitantemente à formação desse 
complexo, ocorre a dissociação da proteína synip da sintaxina 4 e a mu-
dança conformacional de munc18c, expondo o domínio de ligação do 
complexo ternário à VAMP2, promovendo a fusão das vesículas com a 
membrana (CHANG, CHIANG e SALTIEL 2004; WATSON e PES-
SIN, 2007).  
 
Figura 1.6: Vias de sinalização da insulina mediando a captação de 


















1.5.2 Síntese de glicogênio 
O glicogênio é sintetizado em quase todos os tecidos animais, 
mas os maiores depósitos estão presentes no músculo esquelético e fíga-
do. O glicogênio é armazenado em grânulos intracelulares, que também 
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contêm as enzimas que catalisam as reações para a síntese e a degrada-
ção. Constitui a principal forma de reserva de polissacarídeos nos teci-
dos animais (ROTHMAN et al.,1991). 
A insulina inibe a produção e liberação de glicose no fígado atra-
vés do bloqueio da gliconeogênese e glicogenólise. Este hormônio esti-
mula o acúmulo de glicogênio através do aumento do transporte de gli-
cose no músculo e a síntese de glicogênio no fígado e no músculo atra-
vés da via de desfosforilação da glicogênio sintetase. Após estímulo 
com insulina, a Akt fosforila e inativa a cinase sintetase de glicogênio 3 
(GSK-3), o que diminui a taxa de fosforilação da glicogênio sintetase, 
aumentando sua atividade (CHAMPE, HARVEY e FERRIER, 2010). A 
insulina também ativa a proteína fosfatase 1 (PP1) por um processo 
dependente da PI 3-K, que desfosforila a glicogênio sintetase diretamen-
te (BRADY, NAIRN e SALTIEL 1997). Na neoglicogênese, a insulina 
inibe diretamente a transcrição de genes que codificam a fosfoenolpiru-
vato carboxicinase (PEPCK), enzima chave no controle desse processo. 
O hormônio também diminui a taxa de transcrição do gene que codifica 
a frutose-1,6-bisfosfatase e a glicose-6-fosfatase e aumenta a transcrição 
de genes de enzimas glicolíticas como a glicocinase e a piruvato cinase 
(BERGMAN, 1997).  
1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS 
Embora as etiologias difiram entre DM1 e DM2, ambas as formas 
são caracterizadas por uma deficiência relativa na massa e na função das 
células beta e por algumas anormalidades metabólicas em comum 
(HANLEY, 2009). Assim, estudos que têm por objetivo investigar me-
canismos de alvos para novas intervenções terapêuticas no sentido de 
contribuir para o tratamento do diabetes, são de grande importância no 
que concerne à patogênese desta doença. Inicialmente, novos agentes 
com potencial terapêutico são avaliados com o princípio de normalizar a 
glicemia (DAMAZIO et al., 2010). Isto pode ocorrer através de diferen-
tes alvos tais como; pelo aumento da secreção de insulina das células 
beta (secretagogos), aumento da resposta à insulina em tecidos alvo 
(sensibilizadores da insulina), ou pela substituição da insulina em falta 
(compostos exógenos insulinomiméticos) (HANLEY, 2009). Além des-
tes, alvos no intestino que visam à diminuição da atividade das dissaca-
ridades, bem como a diminuição da captação de glicose intestinal e a 
secreção de incretinas polipeptídeo insulinotrópico dependente de glico-
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se (GIP) e peptídeo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), também podem 
normalizar a glicemia em estados diabéticos (KITAHARA et al., 2010). 
No modelo experimental hiperglicêmico, ratos Wistar adultos jo-
vens (48-50 dias) que passaram por um jejum de 16 h, recebem uma 
sobrecarga de glicose (4g/kg de peso corporal) por via oral. A partir 
disto, coletas de sangue são realizadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 180 
min para avaliar a glicemia, pelo método da glicose oxidase. Os trata-
mentos são administrados 30 min antes da sobrecarga de glicose (AL-
BERTON et al., 2008; DAMAZIO et al., 2010). Neste modelo experi-
mental, a substância que demonstrar redução da glicemia, pode atuar 
através de diversos alvos, por exemplo, como secretagogo de insulina 
(FREDERICO et al., 2013), sensibilizador da insulina (FREDERICO et 
al., 2013), insulinomimético (ZANATTA et al., 2008) ou atuar em alvos 
no intestino (KITAHARA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011). Se a 
substância for insulinomimética, apresentará ação em outro modelo 
experimental, como o de diabetes induzido por aloxano, que se asseme-
lha ao DM1 (FEDERIUK  et al., 2004). Se a substância não apresentar 
efeito neste modelo, existem as demais possibilidades para serem testa-
das (KITAHARA et al., 2010; FREDERICO et al., 2011; FREDERICO 
et al., 2013). 
1.7 HISTÓRICO DAS SULFONAMIDAS E 
SULFONILUREIAS COMO ALVOS NA HOMEOSTASIA 
DA GLICOSE  
A história das sulfonamidas hipoglicemiantes começou na França 
em 1942. Durante a segunda guerra mundial, devido à escassez de ali-
mentos em Montpellier, muitas pessoas se  alimentavam com comida 
estragada ou mesmo alimentos contaminados com bactérias, como o 
marisco. Muitos casos de febre tifóide foram diagnosticados e tratados 
por Marcel Janbon na Clínica da Faculdade de Medicina de Montpellier, 
com a nova sulfonamida (VK 57 ou RP 2254). Reações adversas foram 
observadas, tais como convulsões, coma prolongado e uma grande que-
da da glicose no sangue (LOUBATIÈRES-MARIANI, 2007). Estas 
observações foram logo ampliadas, e a 1-butil-3-sulfonilureia (carbuta-
mida) se tornou a primeira sulfonilureia clinicamente útil para o trata-
mento do diabetes (KLEINSORGE, 1988). O uso deste composto foi 
posteriormente interrompido por causa dos efeitos adversos na medula 
óssea, mas levou ao desenvolvimento de toda a classe das sulfonilureias 
(KLEINSORGE, 1988; LOUBATIÈRES-MARIANI, 2007). Em 1992, 
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Jean-Claude Henquin demonstrou que a sequência de eventos desenca-
deados por RP 2254 em células beta é semelhante à induzida pelas sul-
fonilureias da primeira ou segunda geração (HENQUIN, 1992). Assim, 
o RP 2254, proposto por Auguste Loubatières no tratamento de certas 
formas de diabetes, foi a primeira das sulfonamidas hipoglicemiantes 
orais utilizada no tratamento do DM2 (LOUBATIÈRES-MARIANI, 
2007). 
1.7.1 Eleição da glibenclamida como fármaco de destaque no 
tratamento do diabetes 
Na classe das sulfonilureias, a glibenclamida está entre um dos 
medicamentos mais utilizados nos Estados Unidos para o tratamento do 
DM2 (PATEL et al., 2007). Está sulfonilureia induz melhor atividade 
secretagoga de insulina em relação a sua classe (GENG et al., 2003). A 
glibenclamida continua a ser uma terapia eficaz para o diabetes que 
demonstra benefícios do controle glicêmico estrito com um efeito hipo-
glicemiante potente e prolongado, além de ser o tratamento de melhor 
custo-efetivo para população ambulatorial com diagnóstico de DM2 nos 
estágios iniciais da doença (DÍAZ DE LEÓN-CASTAÑEDA et al., 
2012). Além disso, a glibenclamida é um dos únicos antidiabéticos orais 
constantes da Lista Modelo de Medicamentos Essenciais da Organiza-
ção Mundial de Saúde (WHO, 2011). No Brasil, faz parte do programa 
Farmácia Popular; do Ministério da Saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 
2013) e da Relação Nacional de Medicamentos Essenciais Rename - 
2010 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).   
1.7.2 Ações da glibenclamida 
A glibenclamida melhora o controle glicêmico, atuando na secre-
ção e na ação da insulina (TSIANI  et al., 1995; LUZI e POZZA 1997; 
GENG et al.,  2003 FUKUEN et al.,  2005; SCARSI et al.,  2007; TING 
e KHASAWNEH 2010, FREDERICO et al.,  2013). O efeito predomi-
nante da glibenclamida está na secreção de insulina (PFEIFER et al., 
1980), enquanto que o efeito na sensibilidade à insulina pode ser media-
do pela melhoria do controle metabólico ou através de um efeito perifé-
rico direto (TSIANI  et al., 1995; LUZI e POZZA 1997; SCARSI et al.,  
2007; TING e KHASAWNEH, 2010). O tratamento crônico pode levar 
a uma concentração de insulina semelhante ao início do tratamento. O 





nham uma função importante no controle do potencial de membrana da 
célula beta (ASHCROFT e RORSMAN, 1989).  
O mecanismo de ação da glibenclamida se inicia com o bloqueio 
dos canais de K
+
 por uma ligação de alta afinidade com a subunidade 
SUR1. A glibenclamida também interage com Kir6.2, porém com uma 
ligação de baixa afinidade. O efeito terapêutico da glibenclamida para o 
tratamento do DM2 se deve à interação com a subunidade SUR1 
(GRIBBLE, TUCKER e ASHCROFT, 1997; GRIBBLE et al., 1998; 
GRIBBLE e ASHCROFT, 1999; RUSS et al., 1999). Além disso, SUR1 
e Kir6.2 presentes na membrana plasmática também estão nos grânulos 
contendo insulina que estão no citoplasma. A glibenclamida possui a 
capacidade de ligação aos canais de K
+
 presente nos grânulos citoplas-
máticos contendo insulina, sendo deste modo, atribuído um efeito adi-
cional e um aumento da eficácia da glibenclamida em relação as outras 
sulfonilureias (GENG et al., 2003). 
Por a glibenclamida ser um medicamento de destaque no trata-
mento do diabetes, houve um maior interesse por estudos relacionados 
com modificações na estrutura química fundamental dessa molécula. 
YURIEV, KONG e ISKANDER (2004), demonstraram através de pre-
dições teóricas, usando análise conformacional Monte Carlo (CoMFA) 
para glibenclamida, a importância de alguns elementos estruturais para o 
bloqueio dos K
+
-ATP. SCHNEIDER et al. (2007) propuseram a inser-
ção de uma molécula de glicose como substituinte no anel A, composto 
pelo anel benzênico substituído com 2-metoxi,5-cloro para melhorar a 
solubilidade, porém a glibenclamida glicosilada não aumentou a afini-
dade por SUR-1 (constante de dissociação (Kd) 2,08 nM) comparado ao 
análogo não glicosilado (Kd  0,38 nM). ZHANG et al. (2009) propuse-
ram novos análogos baseados na estrutura de duas sulfonamidas com 
ação antiplaquetária e nefroprotetora, formando híbridos com a estrutura 
original da glibenclamida, gerando promissores compostos hipoglicemi-
antes. 
1.8 ACILHIDRAZONAS COMO ALVOS TERAPÊUTICOS 
ATRAENTES 
A relação estrutura e atividade de uma numerosa série de N-
acilhidrazonas com potente atividade antiinflamatória, antinociceptiva e 
antiplaquetária (FRAGA et al., 2000; FRAGA e BARREIRO et al., 
2006) foram descritas. N-acilhidrazonas também possuem um efeito 
cardioionotrópico e vasodilatador da musculatura lisa vascular (SILVA 
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et al., 2005). Uma potente relação estrutura-atividade de 3,4,5-trimetoxi-
hidrazonas foi descrita em função da atividade anticancerígena pela 
habilidade de provocar a despolimerização de tubulina (WANG et al., 
2009); resultados estes, posteriormente patenteados (UFSC, 2011).  A 
estrutura química das acilhidrazonas se assemellha às chalconas, com-
postos sintéticos conhecidos pela notável ação anti-hiperglicêmica 
(DAMAZIO et al., 2009; DAMAZIO et al.,  2010). Contudo ainda não 
se investigou se as acilhidrazonas possuem efeitos metabólicos capazes 
de alterar a glicemia.  
1.9 JUSTIFICATIVA 
Atualmente, o tratamento de DM1 consiste na reposição de insu-
lina, seja pela administração de insulina exógena ou de uma maneira que 
procure imitar a resposta secretória de células beta. Ainda existe a pos-
sibilidade do transplante do pâncreas ou aloenxertos de ilhotas isoladas. 
No entanto, a imunossupressão ao longo da vida, com todos os efeitos 
secundários associados, juntamente com a limitada disponibilidade de 
doadores de órgãos, limita qualquer abordagem baseada em transplante. 
Além disso, enquanto a administração de insulina exógena pode atrasar 
ou retardar o desenvolvimento de complicações do diabetes, este trata-
mento não pode impedir esta ocorrência (HANLEY et al., 2009).  
Para o DM2, o tratamento que a indústria farmacêutica disponibi-
liza está dividido em duas grandes categorias: secretagogos de insulina - 
compostos que aumentam a resposta secretora de insulina nas células 
beta - e sensibilizadores de insulina - compostos que potencializam o 
efeito da insulina em tecidos-alvo. Enquanto estes medicamentos certa-
mente são úteis no tratamento da doença, permanece o fato de que uma 
proporção significativa de pacientes com DM2 eventualmente exigem 
insulina exógena devido à perda progressiva da função das células beta e 
do aumento na resistência à insulina (HANLEY, 2009).  
A partir destes dados o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade 
biológica e o mecanismo de ação dos compostos derivados de sulfona-
midas baseados no fragmento da glibenclamida e das acilhidrazonas 





2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar a atividade biológica de derivados de sulfonamidas e 
acilhidrazonas sintéticas, bem como, as vias de sinalização envolvidas 
na regulação da homeostasia da glicose.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Determinar o efeito antihiperglicêmico de derivados de sulfonamidas e 
acilhidrazonas sintéticas em ratos hiperglicêmicos e diabéticos; 
- Estudar o efeito de derivados de sulfonamidas e acilhidrazonas sintéti-
cas na secreção de insulina após o tratamento agudo em ratos hipergli-
cêmicos; 
- Determinar o efeito de derivados de sulfonamidas e acilhidrazonas 
sintéticas no conteúdo de glicogênio muscular e hepático; 
- Estudar o efeito da sulfonamida 5 e do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida  na atividade das dissacaridases intestinais em 
ratos hiperglicêmicos e in vitro; 
- Estudar o efeito tóxico de derivados de sulfonamidas e acilhidrazonas 
sintéticas através dos níveis de LDH séricos após o tratamento agudo em 
ratos hiperglicêmicos; 
-Estudar o efeito e o mecanismo de ação de derivados de sulfonamidas e 
acilhidrazonas sintéticas na captação de cálcio em ilhotas pancreáticas 
(efeito antihiperglicêmico); 
- Estudar o efeito da sulfonamida 11 e do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida  na captação de [U-
14
C]-2-deoxi-D-glicose em 
tecido adiposo e músculo sóleo de ratos normoglicêmicos, caracterizan-
do o mecanismo de ação (efeito insulinomimético).  






A metodologia utilizada nesta tese de doutorado está apresentada 


























4. EFEITOS ANTI-DIABÉTICOS DE DERIVADOS DA 
SULFONAMIDA BASEADOS EM UM FRAGMENTO 
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O objetivo deste estudo foi investigar o efeito antidiabético de 12 deri-
vados da sulfonamida com base em um fragmento de glibenclamida 
usando a estratégia bioisosterismo. Os efeitos hipoglicemiantes de deri-
vados da sulfonamida foram investigados na glicemia, na secreção de 
insulina, na captação de cálcio, no conteúdo de glicogênio, na atividade 
das dissacaridades intestinais e da lactato desidrogenase. A sulfonamida 
5, substituída com o grupo 4-OCH3-fenilo, apresentou a melhor redução 
da glicemia na curva de tolerância oral à glicose e a melhor secreção de 
insulina, entre os compostos estudados. Além disso, estes derivados da 
sulfonamida estimulam o influxo de cálcio em ilhotas pancreáticas se-
melhante às sulfonilureias. O efeito estimulatório da sulfonamida 5 na 
captação de cálcio é mediado pelos canais de K
+
 dependentes de ATP, 
canais de cálcio do tipo L dependentes da voltagem, cálcio intracelular e 
pela proteína cinase C em células beta nas ilhotas pancreáticas. Alvos 
adicionais envolvidos na homeostase da glicose foram estudados na 
presença de sulfonamida 5. No intestino, este composto inibiu a ativida-
de da maltase e da sacarase e no músculo esquelético aumentou o conte-
údo de glicogênio. A toxicidade de sulfonamida 5 não foi detectada pelo 
ensaio de LDH. Em conjunto, os dados apontam para alvos múltiplos 
em que a sulfonamida 5 é capaz de contribuir para a homeostase da 
glicose. O perfil farmacológico da sulfonamida 5 mostrou que este com-
posto pode ser útil para o tratamento do diabetes, tanto como um secre-
tagogo de insulina, como um agente insulinomimético. 
 
Palavras-Chave: Derivados da sulfonamida, síntese química, atividade 





A descoberta do efeito hipoglicemiante das sulfonamidas em 
1942 marcou um período importante para o tratamento do DM2 (rev. em 
LOUBATIÈRES-MARIANI, 2007). Marcel Janbon e seus colegas per-
ceberam que em alguns pacientes que foram administrados com p-
amino-benzeno-sulfonamida-isopropiltiodiazol (2254RP) para o trata-
mento da febre tifóide experimentaram hipoglicemia grave 
(LOUBATIÈRES-MARIANI, 2007). Estas observações foram mais 
profundamente investigadas, e l-butil-3-sulfonil-(carbutamida) se tornou 
a primeira sulfoniluréia a ser clinicamente útil no tratamento do diabetes 
(KLEINSORGE, 1998; HENQUIN, 2004; LOUBATIÈRES-MARIANI, 
2007). O mecanismo descrito para a ação hipoglicêmica de todas as 
sulfonilureias, incluindo o composto mãe 2254RP, envolve as seguintes 
etapas: o bloqueio de canais de K
+
 dependentes de ATP (K
+
-ATP), uma 
diminuição na permeabilidade da membrana de plasmática das células 
beta ao K
+
; despolarização que ativa canais de Ca2+ dependentes da 
voltagem e aumento da captação de Ca2+, o que provoca um aumento 
de Ca2+ citoplasmático livre, desencadeamento a exocitose de grânulos 
de insulina pré-formados (HENQUIN, 2004). A glibenclamida (gliburi-
da) é uma potente sulfoniluréia de segunda geração, que melhora a ho-
meostase da glicose, agindo na secreção e na ação da insulina (LUZI e 
POZZA 1997). Alguns estudos relacionados com a modificação estrutu-
ral de glibenclamida resultaram na inserção de uma molécula de glicose 
na estrutura de base original, para melhorar a solubilidade deste grupo 
(SCHNEIDER  et al., 2007). Outro estudo demonstrou, por meio de 
prospecção teórica da análise comparativa dos campos moleculares de 
glibenclamida, a importância dos elementos estruturais no bloqueio de 
K
+
-ATP (YURIEV, KONG e ISKANDER, 2004). ZHANG et al. (2009) 
propuseram novos análogos com base na estrutura de glimepirida com 
ação antiplaquetária e nefroprotetora, formando híbridos com a estrutura 
original de glibenclamida, gerando promissores compostos  hipoglicê-
micos. Apesar de inúmeros esforços para obter um fármaco eficiente e 
potente para melhorar a qualidade de vida de pacientes diabéticos, a 
glibenclamida ainda é um dos fármacos disponíveis úteis para controlar 
os níveis de glicose. Os efeitos secundários da glibenclamida no trata-
mento do diabetes crônico estão concentrados na exaustão da célula beta 
para a secreção de insulina (RABUAZZO et al., 1992; BALL, FLATT e 
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MCCLENAGHAN, 2000; BALL et al., 2000). Neste contexto, o objeti-
vo do presente estudo foi sintetizar derivados da sulfonamida a partir de 
um fragmento estrutural de glibenclamida (Esquema 4.1), com a substi-
tuição do grupo carbonila pelo grupo sulfonila utilizando a técnica de 
bioisosterismo não clássico. A atividade biológica foi avaliada na gli-
cemia e na secreção de insulina in vivo, e os mecanismos de ação in 
vitro, que são ainda desconhecidas, foram investigados. 
 
















Nossa primeira estratégia sintética foi obter sulfonamidas com os 
substituintes do topo do esquema de Topliss (TOPLISS, 1972): H, p-Cl, 
p-CH3, m,p-Cl2 e p-OCH3 (1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente), e também 
outros compostos p-substituídos com grupos retiradores de elétrons, F e 
Br (6 e 7, respectivamente). A segunda estratégia considerou substituin-


















As sulfonamidas 1-12 (Esquema 4.2) foram preparadas a partir da 
reação entre a 4-(2-aminoetil)benzenossulfonamida em piridina por 16h, 
à temperatura ambiente. Os compostos foram obtidos com rendimentos 
variáveis entre 61 e 89%. As estruturas dos compostos 4, 9, 10, 11 e 12 
são inéditas e foram caracterizadas por ressonância magnética nuclear 
de espectroscopia (RMN) de 1H e de 13C, espectros de infravermelho 
(IV) e espectrometria de massa (EM).  
 
4.2 QUÍMICA  
4.2.1 Dados físico-químicos dos compostos sintetizados 
 
As estruturas foram confirmadas pelos pontos de fusão (p.f.), 1H 
e 13C por meio da RMN e da massa de dados espectrais. Os pontos de 
fusão foram determinados com um aparelho MGAPF-301 Microquími-
ca. Os espectros de IV foram determinados com um espectrometro F-
TLA Bomen Abb 2000 em discos de KBr. Os espectros de RMN (1H e 
13C) foram registados com um Varian Oxford AS-400 (400 MHz) do 
instrumento; dimetil sulfóxido-d6 (DMSO-d6) foi utilizado como sol-
vente e tetrametilsilano como padrão interno. Os dados espectrais de 
massa foram obtidos a partir do instrumento eletrospray/íon ESQUIRE 




4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
4.3.1 Materiais 
 
O aloxano mono-hidratado, a glibenclamida, a diazoxida, a nife-
dipina, o 1,2-bis (2-aminof enoxi) etano-N, N, N ', N'-tetraquis-tetra-
acético (éster acetoximetil) (BAPTA-AM) e o 2 - {1 - [3 - (amidinotio)-
propil]-1H-indol-3-il} -3 - (1-metil-indol-3-il) maleimida sal metanos-
sulfonato RO 31-8220 foram adquiridos a partir de Sigma-Aldrich Cor-
poration (St. Louis, MO, EUA). Sais e solventes foram adquiridos da 
Merck ® AG (Darmstadt. Alemanha). Coquetel de cintilação biodegra-
dável líquido Optiphase Hisafe III foi adquirido da Perkin Elmer (Bos-
ton, EUA).  
A glibenclamida e a sulfonamida 12, nos experimentos in vivo, 
foram dissolvidas em uma solução de 0,3% de Tween 80. Em todos os 
experimentos, o veículo (solução a 0,3% de Tween 80 ou água destila-
da) não alterou os resultados, em qualquer condição experimental, para 
grupos basais e tratados (dados não mostrados). Derivados da sulfona-
mida 1-11 foram dissolvidos em água destilada. Nos experimentos in 
vitro, a glibenclamida e os compostos 1, 3, 5, 7 e 9 foram dissolvidos 
em dimetil sulfóxido (DMSO), que foi adicionado no grupo controle em 
concentrações finais não superiores a 0,1% (v/v). A esta concentração, 
DMSO não afeta a função das ilhotas pancreáticas (LEBRUN et al., 
1996). 
 
4.3.2 Síntese dos derivados da sulfonamida 
 
4.3.2.1 Procedimento geral para a preparação de sulfona-
midas 
 
As sulfonamidas foram preparadas por meio da reação entre [4 - 
(2-aminoetil)-benzenossulfonamida] (1,0 mmol) e o cloreto de sulfonilo 
apropriado (1,0 mmol), em piridina seca (20 mL). A mistura resultante 
foi agitada por 16 h. Foi adicionado gelo à mistura reacional e esta foi 
acidificada com solução de ácido clorídrico. O sedimento foi então obti-
do por filtração de vácuo e recristalizado a partir de etanol (metodologia 
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adaptada de YURIEV, KONG e ISKANDER (2004). A pureza dos 
compostos sintetizados foram analisados por cromatografia em camada 
fina (TLC) usando placas de sílica Merck pré-revestidas de alumínio de 
200 µm de espessura, com sistemas de solventes de diferentes polarida-
des. As sulfonamidas são solúveis em DMSO e acetona. Todos os sol-
ventes e reagentes utilizados foram adquiridos a partir de Merck, Sigma-
Aldrich, Fluka e Vetec, exceto o cloreto de chalcona (reagente utilizado 
para a síntese do composto 10), que foi sintetizado tal como descrito por 
ANDRIGHETTI-FROHNER et al. (2009). As sulfonamidas 4, 9, 10, 11 
e 12 são estruturas novas com efeitos desconhecidos. Os outros compos-
tos foram previamente sintetizados: 1, 2, 3 e 7 (ZHANG et al., 2009), 8 
(BORRAS et al., 1999), 5 e 6 (JALALI-HERAVI e KYANI, 2007). 
 
4 - 3,4-dicloro-N-(4-sulfamoilphenetil)benzenosulfonamida. Sólido, 
amarelo claro, p.f. 161-162ºC; 
1
H NMR (CDCl3) δ 2.76 (t, NH-CH2-
CH2); 3.03 (q, NH-CH2-CH2); 7.28 (s, NH2); 7.35 (d, J=8.0Hz, H2, H6); 
7.70 (d, J=8Hz, 1H, H6’); 7.71 (d, J=8.0Hz, 2H, H3, H5); 7.86 (d, 
J=8Hz, 1H, H5’); 7.94 (s, 1H, H2’); 7.95 (t, J=8Hz, 1H, NH). 
13
C NMR 
(CDCl3) δ 35.38 (NH-CH2-CH2); 43.88(NH-CH2-CH2); 126.09 (C2, 
C6); 127.09 (C6’); 128.74 (C2’); 129.69 (C3, C5); 132.13 (C5’); 132.57 
(C3’); 135.93 (C4’); 141.12 (C1’); 142.67 (C4); 143.18 (C1). MS (ESI) 
m/z 431.0 (M + Na)
+
. Produziu = 85%. 
 
9 - 2,4,6-triisopropil-N-(4-sulfamoilphenetil)benzenosulfonamida. 
Sólido, amarelo, p.f. 198-199ºC; 
1
H NMR (CDCl3) δ 1.17 (d, 12H, 
J=8.0Hz, CH3); 1.21 (d, 6H, J=8.0Hz, CH3); 2.79 (t, NH-CH2-CH2); 
2.95-2.88 (m, 1H, CH); 3.07 (q, NH-CH2-CH2); 4.16-4.09 (m, 2H, CH); 
7.23 (s, NH2); 7.32 (m, 4H, H2, H6, H3’, H5’); 7.67 (t, 1H, NH); 7.71 
(d, J=8.0Hz, 2H, H3, H5). 
13
C NMR (CDCl3) δ 24.13 (2C, CH3); 25.42 
(4C, CH3); 29.46 (2C, CH); 33.99 (1C, CH); 35.73 (NH-CH2-CH2); 
43.43(NH-CH2-CH2); 124.21 (C3’, C5’); 126.34 (C2, C6); 129.74 (C3, 
C5); 133.87 (C1’); 142.86 (C4); 143.62 (C1); 150.32 (C2’, C6’); 152.69 
(C4’). MS (ESI) m/z 489.2 (M + Na)
+
. Produziu = 62%. 
 
10 - (E)-2-metoxi-5-(3-oxo-3-phenilprop-1-enil)-N-(4-
sulfamoilphenetil) benzenosulfonamida. Sólido branco, p.f. 194-
196ºC; 
1
H NMR (CDCl3) δ 2.75 (NH-CH2-CH2, t); 3.08 (NH-CH2-CH2, 
q); 3.89 (s, 3H, CH3); 7.27 (NH2, s); 7.30 (d, J=8.0Hz, H2, H6); 7.25 (d, 
J=8Hz, 1H, H5’); 7.43 (t, 1H, H4”); 7.56 (m, 3H, H3”, H5”, H2’); 7.65 
(d, J=8Hz, 1H, H4”); 7.67 (d, J=8Hz, 2H, H3, H5); 7.74 (d, J=16.0Hz, 
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1H, Hα); 7.86 (d, J=16.0Hz, 1H, Hβ); 8.13-8.15 (m, 3H, H2”, H6”, 
NH). 
13
C NMR (CDCl3) δ 35.33 (NH-CH2-CH2); 43.91(NH-CH2-CH2); 
56.92 (OCH3); 113.83 (C5’); 121.68 (C1’); 126.02 (C2, C6); 127.31 
(Cα); 128.81 (C2’); 128.99 (C3, C5); 129.23 (C2”, C6”); 129.56 (C3”, 
C5”); 130.35 (C3’); 133.56 (C4’); 135.26 (C4”); 138.04 (C1”); 142.51 
(C4); 143.14 (C1); 143.40 (Cβ); 158.26 (C6’); 189.48 (C=O). MS (ESI) 
m/z 523.1 (M + Na)
+
. Produziu = 89%. 
 
11 - 4-(2-((7,7-dimetil-2-oxobiciclo[2.2.1]heptan-1-
il)methilsulfonamida) etil)benzenosulfonamida. Sólido branco, p.f. 
164-165ºC; 
1
H NMR (CDCl3) δ 0.76 (CH3); 0.97 (CH3); 1.34, 1.48, 
1.86, 1.90, 2.01, 2.28, 2.33 (7m, 7H, canforilo); 2.83 (t, 2H, NH-CH2-
CH2); 2.87, 3.28 (2m, 2H, CH2SO2); 3.24 (NH-CH2-CH2, q); 7.12 (1H, 
NH); 7.27 (NH2, s); 7.42 (d, J=8.0Hz, H2, H6); 7.73 (d, J=8Hz, 2H, H3, 
H5). 
13
C NMR (CDCl3) δ 19.75 (2C, CH3); 24.86 (C3’); 26.71 (C2’); 
35.94 (NH-CH2-CH2); 42.42 (C4’, C5’); 44.11 (NH-CH2-CH2); 47.95 
(C7’); 58.23 (C1’, -CH2SO2); 126.11 (C3, C5); 129.72 (C2, C6); 142.62 
(C4); 143.60 (C1); 215.10 (C=O). IR λmax/cm
–1





); 1094; 904; 8657; 736 (Ar) (KBr). MS 
(ESI) m/z 437.1 (M + Na)
+
. Produziu = 61%. 
 
12 - N-(4-sulfamoilphenetil)tiophene-2-sulfonamida. Sólido, amarelo 
claro, p.f. 136-137ºC; 
1
H NMR (CDCl3) δ 2.77 (t, NH-CH2-CH2); 3.06 
(q, NH-CH2-CH2); 7.16 (d, J=8Hz, 1H, H4’); 7.29 (s, NH2); 7.35 (d, 
J=8.0Hz, H2, H6); 7.55 (d, J=8.0Hz, 1H, H3’); 7.71 (d, J=8.0Hz, 2H, 
H3, H5); 7.90 (d, J=8.0Hz, 2H, H2’); 7.92 (t, NH). 
13
C NMR (CDCl3) δ 
40.14 (NH-CH2-CH2); 49.21(NH-CH2-CH2); 131.10 (C2, C6); 133.16 
(C3’); 134.63 (C3, C5); 137.90 (C5’); 146.55 (C4’); 147.61 (C4); 
148.32 (C1). IR λmax/cm
–1





); 1018; 934; 817; 737 (Ar) (KBr). MS (ESI) m/z 368.9 (M + 
Na)
+
. Produziu = 75%. 
 
4.3.3 Animais experimentais 
 
Ratos Wistar albinos (180-210 g; 48-50 dias de idade) foram cri-
ados em um biotério setorial com ar condicionado (aproximadamente 21 
± 2 ◦C) e iluminação controlada (luzes acesas 6:00-18:00 h). Os ratos 
foram mantidos com ração peletizada (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, 
PR, Brasil) e água de torneira ad libitum. Para tratamentos in vivo os 
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ratos foram privados de alimentos durante pelo menos 16 h, mas com o 
acesso livre à água. Todos os animais foram monitorados e mantidos de 
acordo com a lei Lei Arouca n.º 11.794/08 seguindo as recomendações 
éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - 
CONCEA e do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Comis-
são de Ética no Uso de Animais - CEUA protocolo PP00414/UFSC). 
 
4.3.4 Estudo do efeito dos derivados da sulfonamida na curva 
de tolerância oral à glicose   
 
Ratos hiperglicêmicos foram divididos em diferentes grupos de 
quatro animais (veja em Tabelas e Figuras), em controle e trata-
dos. Grupos controle foram aleatoriamente divididos da seguinte forma: 
ratos que receberam veículo (solução de 0,3% de Tween 80) e ratos que 
receberam glicose (4 g/kg; 8,9 M), via oral por gavagem. Os ratos trata-
dos, além da sobrecarga de glicose, receberam sulfonamidas 1-12 (10 
mg/kg) ou glibenclamida (1, 10 e 100 mg/kg)  via oral por gavagem. Os 
níveis de glicose no soro foram medidos imediatamente antes, e aos 15, 
30, 60 e 180 min após a sobrecarga de glicose. Após a centrifugação, as 
amostras de soro foram utilizadas para determinar os níveis de glicose, 
insulina e ou atividade da lactato desidrogenase. A glicemia foi determi-
nada pelo método da glicose oxidase (VARLEY, GOWENLOCK e 
BELL, 1976). 
 
4.3.5 Efeito da sulfonamida 5 na glicemia em ratos diabéticos 
 
O diabetes foi induzida por uma única injeção intravenosa de 5% 
de mono-hidrato de aloxano em solução salina, em uma dose de 50 
mg/kg de peso corporal. Amostras de sangue foram coletadas 3 dias 
após e os níveis de glicose foram determinadas para confirmar o desen-
volvimento do diabetes (DAMAZIO  et al., 2010). Ratos diabéticos em 
jejum receberam a sulfonamida 5 (10 mg/kg) por gavagem via oral. A 
glicose foi medida no soro antes e depois de 1, 2 e 3 h de tratamento. 
 




A detecção da insulina foi pela aplicação do ensaio imunossor-
vente ligado a enzima (ELISA) – para ratos e camundongos (Millipore, 
Research Park Drive, Missouri, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante. O intervalo de valores detectados pelo presente ensaio foi de 
0,63 ng/mL a 4,3 ng/mL. Os coeficientes de variação (CV) intra-e inter-
ensaio para insulina foram 3,22 e 6,95; respectivamente, com uma sen-
sibilidade de 0,2 ng/mL. Todos os níveis de insulina foram estimados 
por meio de medições colorimétricas a 450 nm com um leitor de placas 
de ELISA (Organon Teknika, Roseland, NJ, EUA), por interpolação a 
partir de uma curva padrão. As amostras foram analisadas em duplicata 
e os resultados foram expressos como ng de insulina no soro mL-1. As 
áreas incrementais nas curvas de resposta (AUC) foram calculadas. O 
índice insulinogênico (II) foi calculado como a razão entre o AUC insu-
lina e AUCglicose (de zero a 60 min) e está expresso em (ng de insulina 
sérica/mg de glicose sérica) (DAMAZIO et al., 2010). 
 
4.3.7 Isolamento de ilhotas pancreáticas 
 
O pâncreas do rato foi visualizado por meio de uma incisão cen-
tral abdominal. O ducto biliar foi fixado na ponta do duodeno e canula-
do em um ponto suficientemente próximo ao fígado. O tampão Krebs 
Ringer bicarbonato (122 mM de NaCl, 3 mM KCl, 1,2 mM de MgSO4, 
1,3 mM CaCl2, 0,4 mM KH2PO4 25 mM, NaHCO3)  foi suplementado 
com 8 mM de HEPES (KRb-HEPES) e o meio foi introduzido lenta-
mente no ducto biliar por meio de seringa até o pâncreas se tornar cla-
ramente distendido. O pâncreas então foi removido cuidadosamente, 
mantido em uma placa de Petri com meio de KRb-HEPES. O tecido 
pancreático foi fatiado em pedaços pequenos (2 x 2 mm) e incubado em 
tubos de plástico em 1 mL de meio KRb-HEPES  suplementado com 
colagenase (3 mg). Após a incubação, a mistura foi transferida para um 
tubo conico e ressuspendido em 10 mL de meio KRb-HEPES  isento de 
colagenase. Este foi centrifugado à temperatura ambiente durante 3 min 
a 45 x g em uma centrífuga Excelsa Baby (modelo 206), FANEM, São 
Paulo, SP, Brasil. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspen-
so em meio de KRb-HEPES. Este procedimento de lavagem foi repetido 
cinco vezes, nas duas últimas lavagens as ilhotas foram deixadas decan-
tar, sem centrifugação. Alíquotas (100 µL) do sedimento final com as 
ilhotas isoladas foram transferidas para tubos de Eppendorff com o meio 
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de incubação KRb-HEPES (LACY e KOSTIANOVSKY, 1967; GRIL-
LO et al., 2005). 
 
4.3.8 Experimentos com captação de cálcio 
 
As ilhotas isoladas foram pré-incubados durante 60 min em um 
incubador metabólico Dubnoff para equilibrar a quantidade de cálcio 
intra e extracelular no tampão KRb- HEPES contendo 5 mM de glicose,  
0,1 μCi/mL45Ca2 + a 37°C, pH 7,4 e atmosfera gaseificada com O2: 
CO2 (95:5, v/v). As ilhotas foram incubadas em KRb-HEPES, sem 
(controle) ou com a acilhidrazona 1 (0,2; 2 e 20 µM). Em algums expe-
rimentos os antagonistas ou agonistas de canais ou inibidores foram 
adicionados aos 45 min de incubação, correspondendo a 15 min antes do 
tratamento e mantidos durante todo o período de incubação (ver legen-
das das figuras). Os fármacos utilizados foram nifedipina (0,1; 1 e 10 
µM), diazoxida (250 µM) (ZANATTA et al., 2011), BAPTA-AM (50 
µM) e RO 31-8240 (50 µM) (ZANATTA et al., 2011). O tempo de in-
cubação com o tratamento foi de 10 min. A incubação foi interrompida 
utilizando a técnica descrita por BATRA e SJOGREN, (1983), com 
modificações (ZANATTA et al., 2011). Tampão frio (1 mL com cloreto 
de lantânio (10 mM) a 2°C foi adicionado às amostras para bloquear o 
fluxo de cálcio. Os tubos foram centrifugados durante 1 min a 45 x g. O 
sobrenadante foi conservado e as ilhotas foram lavadas duas vezes em 
solução de cloreto de lantânio fria. As ilhotas foram adicionadas a tubos 
de eppendorfs contendo 300 µL de solução de NaOH 0,5 M e fervidas a 
100 °C durante 5 min. Alíquotas de 50 µL foram retiradas de cada a-
mostra para a medição da radioatividade no líquido de cintilação Opti-
phase Hisafe III (Wallac Oy, Turku, Finlândia) em um espectromêtro de 
cintilação líquida rack LKB beta (modelo LS 6500; multi-Purpose Scin-
tillation Counter-Beckman Coulter, Boston, EUA), e aliquotas de 5 µL 
foram utilizadas para a quantificação de proteína pelo método de LO-
WRY et al., (1951). 
 
4.3.9 Extração e ensaio das dissacaridades 
 
Os ratos hiperglicêmicos foram divididos em 2 grupos de 4 ani-
mais: controle hiperglicêmicos e grupos tratados. Ratos controle hiper-
glicêmico receberam glicose (4 g/kg; 8,9 M) por gavagem. Ratos trata-
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dos receberam sulfonamida 5 por gavagem 30 min antes da sobrecarga 
de glicose. Três horas após, um segmento do intestino delgado foi re-
movido, lavado em solução de NaCl a 0,9%, secado sobre papel de fil-
tro, pesado, cortado e homogeneizado (300 rpm) em NaCl a 0,9% (400 
mg de duodeno por mL). O homogeneizado resultante foi centrifugado a 
8000 rpm durante 8 min. O sobrenadante foi utilizado para a medição da 
atividade da maltase e da sacarase e para a determinação de proteína 
(PEREIRA et al., 2011). 
Atividades da maltase (EC 3.2.1.20) e da sacarase (EC 3.2.1.48) 
foram determinadas utilizando um kit de diagnóstico de glicose baseado 
no reagente de glicose oxidase. Os homogeneizados do duodeno foram 
então incubados a 37 °C durante 5 min com o substrato. Uma unidade 
de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que catalisou a 
liberação de 1 mol de glicose por min nas condições de ensaio. A ati-
vidade específica foi definida como a atividade da enzima (U) por mg de 
proteína (DAHLQVIST, 1984). A concentração de proteína foi determi-
nada pelo método de LOWRY et al., (1951). Os ensaios foram realiza-
dos em duplicata e conduzidos, juntamente com os controles apropria-
dos. 
  
4.3.10 Medidas de glicogênio muscular e hepático 
 
Músculo sóleo e fígado foram removidos de ratos hiperglicêmi-
cos, tratados e não tratados com as sulfonamidas 1, 3, 5, 7, 9 ou gliben-
clamida (10 mg/kg), e em seguida utilizados para o ensaio de conteúdo 
de glicogênio 3 h após a sobrecarga de glicose. Os tecidos foram pesa-
dos, homogeneizados em KOH 33% e fervido a 100 °C durante 20 min, 
com agitação ocasional. Após o arrefecimento, etanol a 96% foi adicio-
nado às amostras que foram aquecidas até a fervura seguida de um arre-
fecimento em banho de gelo para auxiliar a precipitação do glicogênio. 
Os homogeneizados foram centrifugados a 1300 x g durante 15 min o 
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi neutralizado com NH4Cl 
saturado. Estes foram aquecidos a 100 °C durante 5 min, lavados e res-
solubilizados em água. O conteúdo de glicogênio foi determinado por 
meio de tratamento com o reagente de iodo e a absorbância foi medida a 
460 nm (KRISMAN, 1962). Os resultados são expressos como mg de 




4.3.11 Ensaio da lactato desidrogenase  
 
A toxicidade in vivo foi avaliada por medição da liberação da en-
zima citosólica lactato desidrogenase (LDH) no soro depois de 3h e 30 
min de tratamento com as sulfonamidas 1, 3, 5, 7, 9 ou glibenclamida ou 
no meio de incubação em ilhotas pancreáticas isoladas com 10 min de 
tratamento da sulfonamida 5 ou da glibenclamida. A atividade da LDH 
foi medida por espectrofotomêtro e o nível de atividade foi calculado 
pela medição da oxidação do NADH. Os resultados foram expressos em 
% do controle (ZANATTA et al., 2011).  
 
4.3.12 Análises estatísticas 
 
Os resultados foram expressos como a Média ± E.P.M., conforme 
número de amostras especificado nas figuras. As comparações estatísti-
cas foram realizadas através da análise de variância de uma ou duas vias 
(ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni pelo programa INS-
TAT. As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 
significativas para um “p” igual ou menor que 0,05.  
 
4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.4.1 Efeito de derivados da sulfonamida na glicemia  
 
Na Tabela 4.1, o efeito de derivados da sulfonamida nos níveis de 
glicose séricos em ratos hiperglicêmicos foi examinado. Inicialmente, 
uma curva de dose-resposta de um controle positivo, a gliblenclamida 
(1, 10 e 100 mg/kg), na curva de tolerância à glicose oral foi obtida. O 
grupo controle hiperglicêmico, após a sobrecarga de glicose, obteve uma 
curva de aumento na glicemia quando comparado com o tempo zero do 
mesmo grupo. Glibenclamida reduziu a glicemia após 15, 30 e 60 min, 
nas doses de 10 mg/kg (23%, 32% e 30%) e 100 mg/kg (14%, 31% e 
22%), em comparação com o grupo controle hiperglicêmico, respecti-
vamente. Por outro lado, não foi observada alteração na glicemia após 
tratamento com glibenclamida 1 mg/kg. Com base nestes resultados, a 
dose de 10 mg/kg foi utilizada em estudos posteriores, com derivados da 
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sulfonamida. A eficiência da glibenclamida 10 mg/kg para redução da 
glicemia está de acordo com os dados na glicemia e secreção de insulina 
em ratos (SAKAMOTO et al., 2006; LEÓN-REYES, CASTAÑEDA-
HERNÁNDEZ e ORTIZ, 2009). 
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Tabela 4.1: Efeito dos derivados da sulfonamida (10 mg/kg) e glibenclamida (10,1 e 100 mg/kg) na glicemia de 




p≤ 0,01 e 
c
p≤ 
0,001 comparado com o grupo controle hiperglicêmico. 
Grupo Níveis de glicose séricos (mg/dL) Tempo (min) 
 0 15 30 60 180 
Hiperglicêmico 102,29 ± 6,34 177,46 ± 5,95 190,15 ± 1,77 182,55 ± 6,95 141,15 ± 4,47 
Glibenclamida    10 112,06 ± 5,61 140,49 ± 11,13 135,24 ± 5,67 128,34 ± 5,44 124,28 ± 3,87 
1 105,26 ± 1,42 178,53 ± 2,55 171,20 ± 1,42 170,82 ± 1,91 146,24 ± 1,93 
100 98,77 ± 1,51 145,90 ± 2,60
c
 140,43 ± 2,54
c
 141,90 ± 2,45
c
 131,27 ± 1,14 
Sulfonamida         1 114,70 ± 0,68 135,96 ± 4,02
c
 158,70 ± 2,62
c
 155,00 ± 4,60
b
 142,39 ± 4,68 
2 97,41 ± 1,92 137,40 ± 3,61
c
 166,82 ± 4,49
c
 177,19 ± 5,72 124,00 ± 2,67 
3 112,69 ± 1,51 147,18 ± 2,69
c
 157,22 ± 4,89
c
 138,40 ± 2,89
c
 131,61 ± 8,33 
4 110,01 ± 2,053 146,59 ± 0,95
c
 148,20 ± 2,52
c
 152,17 ± 4,20
a
 143,28 ±3,05 
5 100,66 ± 2,30 131,03 ± 4,04
c
 145,04 ± 5,00
c
 140,05 ± 4,30 
c
 135,72 ± 4,39 
6 107,65 ± 2,71 174,07 ± 5,78 166,42 ± 12,43
b
 185,92 ± 4,99 125,15 ± 3,14
b
 
7 101,39 ± 1,84 139,98 ± 10,24
c
 153,59 ± 9,61
c
 158,48 ± 9,06 147,04 ± 4,37 
8 115,92 ± 2,80 163,92 ± 0,24
c
 164,79 ± 6,80 160,27 ± 4,00 142,10 ± 1,86 
9 115,69 ± 1,42 133,59 ± 2,31
c
 144,34 ± 8,93
c
 158,91 ± 6,13
c
 129,64 ± 7,04 
10 120,93 ± 6,68 143,33 ± 8,36
c
 130,93 ± 3,94
c
 139,33 ± 6,13
c
 140,00 ± 4,23 
11 104,53 ± 3,39 131,85 ± 7,87
c
 133,64 ± 4,74
c
 127,10 ± 2,95
c
 128,16 ± 4,68 
12 105,46 ± 3,95 144,96 ± 3,41
c
 153,12 ± 6,88
c
 157,99 ± 6,88 131,63 ± 2,86 
Aloxano + Sulfo-
namida 5 




Como pode ser observado na Tabela 4.1, a administração oral da 
sulfonamida 1 reduziu a glicemia em 24, 16 e 14%, após 15, 30 e 60 
min, respectivamente. No entanto, a presença de um p-cloreto no anel 
fenilo de sulfonamida 2 levou a uma redução da glicemia (cerca de 23% 
após 15 min), embora este composto tenha sido menos potente que o 
composto 1. Com a presença de 3,4-Cl2-fenil sulfonamida no composto 
4, a redução da glicemia não foi significativamente diferente do obser-
vado para sulfonamidas 1 e 2, anteriormente analisada. 
A fim de comparar o composto 2 com outros grupos aceptores de 
elétrons, analisamos as sulfonamidas 6 e 7 (p-flúor e p-bromo no anel de 
fenilo, respectivamente). Sulfonamida 6 e 7 mostraram atividade bioló-
gica ligeira apenas em 30 min. Tomados em conjunto, estes resultados 
indicam que o p-flúor ou p-bromo não possuem um efeito significativo 
na atividade hipoglicemiante como substituintes. 
Levando em conta esta constatação, testamos o efeito da sulfo-
namida 3 com p-CH3 no anel fenilo. Como pode ser observado na Tabe-
la 4.1, o efeito agudo do composto 3 proporcionou uma curva de tole-
rância à glicose semelhante ao observado para a glibenclamida. Este 
composto diminuiu a glicemia aproximadamente 24% a 60 min. Além 
disso, o tratamento com sulfonamida 5 (4-OCH3-fenil) diminuiu a gli-
cemia em 26%, 24% e 23%, após 15, 30 e 60 min, respectivamente. A 
fim de aumentar o número de grupos alquilo, foi analisado o composto 
9, que contém um grupo 2,4,6-tri-isopropilo. Esta nova estrutura dimi-
nuiu significativamente a glicemia aproximadamente 24%, 24% e 13% 
após 15 min, 30 e 60 min, respectivamente. Deste modo, este composto 
está entre os que possuem melhor atividade anti-hiperglicêmica, como 
indicado na Tabela 4.1. Com base nestes resultados, se sugere que a 
presença de um grupo doador de elétrons seja importante para a ativida-
de hipoglicemiante. 
Outra sulfonamida nova, a 10, foi sintetizada utilizando uma 
chalcona como um substituinte. Estudos anteriores relataram a impor-
tância de chalconas em relação à atividade anti-hiperglicêmica (AL-
BERTON et al., 2008; DAMAZIO  et al., 2009), e, portanto, neste traba-
lho decidiu se incorporar este fragmento a sulfonamida. Os resultados 
revelaram que o composto 10 também diminuiu a glicemia significati-
vamente em comparação com o grupo controle. 
A presença do grupo quinolínico como um substituinte no com-
posto 8 apresentou um redução máxima da glicemia em torno de 14% 
em comparação com o grupo de controle. Outras duas novas sulfonami-




tivamente) exibiram um efeito antihiperglicêmico notável em relação ao 
controle hiperglicêmico.  
Em resumo, os substituintes aceptores de elétrons inseridos no 
fragmento de glibenclamida parecem não apresentar uma atividade hi-
poglicemiante relevante (2, 6, 7). No entanto, o grupo doador de elétrons 
aumenta a atividade (3, 5, 9) e, portanto, apresenta o efeito melhor na 
curva de tolerância oral à glicose.  
O aloxano provoca uma destruição das células beta, por isso se 
torna uma abordagem útil para testar compostos com um efeito antihi-
perglicêmico potencial (FEDERIUK et al., 2004). Os resultados apre-
sentados na Tabela 4.1 mostram que sulfonamida 5 (4-OCH3-fenilo), 
produz efeitos anti-diabéticos por meio de um mecanismo, provavel-
mente, que envolveu a secreção de insulina a partir de células beta. Des-
te modo, o próximo passo do estudo foi avaliar a capacidade das sulfo-
namidas de estímular a secreção de insulina.  
 
4.4.2 Efeito de derivados da sulfonamida na secreção de insu-
lina 
  
As sulfonilureias são os principais medicamentos utilizados para 
o aumento da secreção de insulina no tratamento de DM2. Uma caracte-
rística comum a todas as sulfonilureias e a sulfonamida 2254RP é que 
ambas agem nos canais de K
+
-ATP em células beta para secretar insuli-
na (HENQUIN, 2004). De modo a analisar o perfil do secretagogo de 
derivados da sulfonamida três compostos ativos (3, 5, 9) e dois com 
menor atividade hipoglicêmica (1 a 7), foram selecionados de acordo 
com a Tabela 4.1. 
Na Tabela 4.2, o derivado de sulfonamida 3 possui o efeito mais 
potente na secreção de insulina, apresentando um valor de índice insuli-
nogênico (II) em torno de 2,5 vezes maior do que grupo controle hiper-
glicêmico, seguido pelas  sulfonamidas 1 e 5 que apresentaram valores 
do II por volta de 1,5 vezes maior que o grupo controle. Além disso, o 
efeito da sulfonamida 5 parece ser de longa duração, pois este composto 




Tabela 4.2: Efeito dos derivados da sulfonamida (10 mg/kg) nos níveis de insulina séricos em ratos Wistar em 




p≤ 0,01 e 
c
p≤ 0,001 compara-
do com o grupo controle hiperglicêmico. 
*
Índice insulinogênico (ng/mg). 
Grupo Níveis de insulina séricos (ng/mL) Tempo (min) 
 0 15 30 60 II
*
 
Hiperglicêmico 0,09 ± 0,001 2,84 ± 0,002 0,75 ± 0,007 0,59 ± 0,004 0,66 
Glibenclamida - 3,83 ± 0,430a 2,66 ± 0,001b 2,46 ± 0,070c 1,98 
1 - 3,89 ± 0,007c 0,54 ±  0,075 1,46 ± 0,006c 1,02 
3 - 6,03 ± 0,002c 1,48 ± 0,412c 1,44 ± 0,009c 1,68 
5 - 1,20± 0,014 1,50 ± 0,064c 1,83 ± 0,009c 0,99 
7 - 0,80± 0,191 0,88 ± 0,05 0,73 ± 0,014a 0,50 





O grupo controle positivo, que recebeu a glibenclamida, foi efi-
caz, em induzir a secreção de insulina no período estudado; apresentan-
do um II em torno de 2,0 (ng/mg). Vale a pena notar que a sulfonamida 
3 foi capaz de induzir a secreção de insulina mais potente do que a gli-
benclamida dentro de um curto período (15 min). Notavelmente, a sul-
fonamida 5 (4, OCH3-fenil) exibiu um perfil interessante de secreção de 
insulina, uma vez que ao longo do período de estudo da liberação de 
insulina permaneceu quase inalterada. Isto significa que, além de regular 
os níveis de glicose no soro, estes compostos podem preservar a fisiolo-
gia da célula beta. Embora, a glibenclamida seja um dos fármacos mais 
eficazes em termos de controle da glicose, a hiperplasia das células beta 
causada pelo tratamento crônico desta sulfoniluréia é um efeito secundá-
rio que tem de ser superado com novos fármacos (RABUAZZO et al., 
1992; BALL et al., 2000; BALL et al., 2000). 
 




 em ilhotas pancreáticas  
 
A fim de entender o mecanismo de ação destes compostos na se-
creção de insulina, os compostos 1, 3, 5, 7, 9 e a glibenclamida foram 
investigados na captação de cálcio in vitro em ilhotas pancreáticas (Ta-
bela 4.3). Primeiramente, o efeito das sulfonamidas e da glibenclamida 
na captação de cálcio foi investigado em diferentes doses. A Tabela 4.3 




, nas doses de 2 e 20 µM foi de cerca de 56 e 106% maior em 
comparação com o grupo de controle, respectivamente. Por outro lado, a 
dose de 0,2 µM da glibenclamida, assim como dos derivados da sulfo-
namida não foram encontradas diferenças significativas após 10 min de 
incubação (dados não apresentados). O efeito estimulatório dos deriva-
dos de sulfonamida na dose de 2 µM foi observado, para os compostos 
5, 7 e 9. Além disso, o efeito estimulatório rápido da sulfonamida 5 (20 
µM) na captação de cálcio foi 1,8 vezes maior que a glibenclamida. O 
efeito estimulatório da glibenclamida na captação de cálcio nas células 
beta e na secreção de insulina é semelhante ao efeito de um derivado de 
ácido benzóico que se assemelha a porção não-sulfonilureia da gliben-
clamida (GARRINO et al., 1985). Tendo em conta os resultados obti-
dos, a sulfonamida 5 apresentou  redução na curva de tolerância à glico-




Por isto, este composto foi selecionado para um estudo no mecanismo 
de ação do cálcio em ilhotas pancreáticas. 
 






 captação (% do controle) 
 2 µM 20 µM 
Glibenclamida 134,79 ± 7,51 156,72 ± 9,67
b
 
1 82,14 ± 11,11 124,59 ± 0,62 
3 99,45 ± 6,18 135,74 ± 11,85
c
 
5 149,60 ± 7,14
c
 276,41 ± 22,75 
c
 
7 131,13 ± 2,87
b
 150,25 ± 6,92
b
 
9 157,89 ± 7,62
b
 92,87 ± 2,44 





p≤ 0,001 comparado com o grupo controle.  
 
O cálcio é conhecido por estar envolvido na secreção de insulina 
em células beta. Com a finalidade de estudar o papel dos canais de K
+
-
ATP no efeito estimulatório da sulfonamida 5 na captação de cálcio, a 
diazoxida, um agonista de canais de K
+
-ATP, foi usado. Sob esta condi-
ção experimental, diazoxida, na dose de 250 µM (Anello, Gilon e Hen-
quin, 1999) suprimiu o aumento da captação de cálcio gerado pela sul-
fonamida 5 (Figura 4.1A). Isto indica que o canal de K
+
-ATP é essencial 
para a ação desta sulfonamida. A diazoxida é utilizada para inibir a se-
creção de insulina inadequada, a fim de corrigir os níveis elevados de 





 na exocitose da insulina, como descrito anteriormente 
(OLOFSSON,  et al., 2004). 
A sequência de eventos desencadeada pelo composto 5 em rela-
ção à captação de cálcio também foi verificada na presença de nifedipi-
na, um bloqueador clássico CCDV. Nifedipina 0,1 e 10 µM não mostra-
ram efeito inibitório significativo nos CCDV (dados não apresentados). 
Na Figura 4.1B, 1 µM nifedipina aboliu completamente o efeito estimu-
latório do composto 5. Assim, os canais de cálcio do tipo L parecem 
formar parte do mecanismo de ação da captação de cálcio em células 
beta induzida pela sulfonamida 5. Além disso, a sulfonamida 2254RP 
estimula a secreção de insulina através do bloqueio de canais K
+
-ATP 
na membrana plasmática da célula beta, causando despolarização, aber-




 e a um aumen-
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resultados presentes são de grande importância uma vez que o mecanis-
mo de ação da sulfonamida 5 segue um comportamento de captação de 
cálcio semelhante ao estimulada pela glibenclamida. 
 
Figura 4.1: Envolvimento dos canais K
+
-ATP e dos CCDV do tipo L no 




  em ilhotas 
pancreáticas. (A), diazoxida (250 µM) (B), nifedipina (1 µM) estavam 
presentes nos último 15 min de pré-incubação e durante o período de 
incubação. Tempo de pré-incubação: 60 min, incubação: 10 min. Médias 
± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
c
p≤ 0,001 comparado ao 
grupo controle. 
#

































A fim de verificar a participação de cálcio intracelular no efeito 
estimulatório de sulfonamida 5 na captação de cálcio, BAPTA-AM, um 
quelante de cálcio intracelular, foi usado. A Figura 2A mostra que 
BAPTA-AM inibiu parcialmente o efeito estimulatório da sulfonamida 
5. Este resultado reforça a importância da influência do cálcio extracelu-
lar no mecanismo de ação de sulfonamida 5 nas células dos ilhotas pan-
creáticas. 
MENDEZ et al., (2003) relataram que a associação rápida da pro-
teína cinase C, com grânulos de insulina é essencial para a exocitose da 
insulina induzida pela glibenclamida. A fim de investigar a influência de 
PKC na captação de cálcio, RO-31820 (50 µM), um inibidor de PKC, 
foi usado. Como pode ser visto na Figura 4.2B, este inibidor diminuiu a 
captação de cálcio estimulada pela sulfonamida 5 aproximadamente 
60%. Além disso, foi demonstrado que a fosforilação da PKC modula os 
CCDV do tipo L em células beta (ARKHAMMAR et al., 1994; BENES 
et al., 1999). Em concordancia, ARKHAMMAR et al. (1994) relataram 
que, em células beta de rato, a aplicação aguda de um ativador de PKC 
não afetou a atividade dos CCDV. No entanto, os mesmos autores rela-




 através dos CCDV em células beta dimi-
nui drasticamente após a depleção de PKC, corroborando o envolvimen-
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Figura 4.2: Envolvimento do cálcio intracelular e via de sinalização da 




  em 
ilhotas pancreáticas. (A), BAPTA-AM (50 µM) (B), RO-31820 (50 µM) 
estavam presentes nos último 15 min de pré-incubação e durante o perí-
odo de incubação. Tempo de pré-incubação: 60 min, incubação: 10 min. 
Médias ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
c
p≤ 0,001 compara-
do ao grupo controle. 
#





































Figura 4.3. Modelo hipotético do mecanismo de ação da sulfonamida 5 
em células beta. Envolvimento dos canais K
+
-ATP, dos canais de cálcio 
tipo L dependentes de voltagem, do cálcio intracelular e da via de sinali-






-ATP: canais de potássio sensíveis ao ATP, K
+
: íon potássio, 
Ca
2+
: íon cálcio, PKC: proteína cinase C.  
 
4.4.4 Efeito de derivados da sulfonamida na atividade de dis-
sacaridases 
 
Uma série de estudos demonstram que a atividade das dissacari-
dases como a sacarase e a isomaltase estão anormalmente elevadas no 
intestino delgado de pacientes diabéticos (DYER et al., 2002) e em mo-
delos animais de diabetes (LIU et al., 2010; HAMDEN et al., 2011; 
DENG et al., 2011 ). Evidências in vivo e in vitro demonstraram que a 
deficiência de insulina induz aumento anormal da atividade e da expres-
são das dissacaridades intestinais em estados diabéticos (LIU, et al., 
2011). Além disso, os pacientes diabéticos controlados com insulina ou 
glibenclamida demonstraram uma queda nos valores da atividade e da 




VASTAVA e PANDEY 1975). A sulfonamida 5 diminuiu notavelmente 
a atividade da maltase (cerca de 95%, Figura 4.4A), bem como a ativi-
dade da sacarase (cerca de 40%, Figura 4.4B). Por outro lado, o trata-
mento agudo com a glibenclamida não teve nenhum efeito na atividade 
de dissacaridases. Estes resultados são contrários aos relatados por 
TANDON, SRIVASTAVA e PANDEY (1975), que demonstraram o 
efeito inibitório do tratamento com glibenclamida nas dissacaridases 
intestinais em biópsias de humanos. Isto pode ter ocorrido por diversos 
motivos, entre estes: no estudo de TANDON, SRIVASTAVA e PAN-
DEY (1975) foi observado um efeito de um tratamento crônico da gli-
benclamida em humanos; e na Figura 4.4 A e B é observado o efeito de 
um tratamento agudo em animais. Além disto, este efeito da glibencla-
mida sobre as dissacaridases em humanos pode ter ocorrido pelo aumen-
to da secreção de insulina. A partir destes relatos, foi sugerido que a 













































































































Figura 4.4. Efeito da sulfonamida 5 e da glibenclamida na atividade da 
maltase (A) e da sacarase (B), na porção do duodeno do intestino de 
rato. Tempo de incubação, 5 min. Os valores são expressos como média 
± E.P.M., n = 4 para cada grupo. 
a
p≤ 0,05 e 
c








































4.4.5 Efeito dos derivados da sulfonamida no conteúdo de gli-
cogênio 
 
Considerando o efeito da glibenclamida na síntese de glicogênio 
no fígado relatado por ABDEL AZIZ et al. (1996), foram investigados 
os efeitos insulinomiméticos no fígado e no músculo esquelético. A 
Tabela 4.4 mostra que não existe qualquer aumento no conteúdo de 
glicogênio no fígado após o tratamento com os compostos 1, 3, 5, 7, 9 
ou glibenclamida em comparação com o grupo controle hiperglicêmico. 
Por outro lado, os compostos 1, 5, 7 e a glibenclamida aumentaram sig-
nificativamente o conteúdo de glicogênio no músculo sóleo, sendo que a 
sulfonamida 5 teve um efeito de maior magnitude. Este efeito pode ser 
uma consequência da secreção de insulina induzida pela sulfonamida 5 
(Tabela 4.2). O efeito secretagogo da sulfonamida 5 verificado nesta 
abordagem foi confirmado uma vez que nenhuma alteração na glicema 
foi observada em ratos diabéticos (Tabela 4.1). A glibenclamida também 
aumentou significativamente o conteúdo de glicogênio no músculo es-
quelético, mas não no fígado. Além disso, a partir de uma série de aná-
logos de chalcona estudados em uma abordagem experimental seme-
lhante relacionada com ao diabetes (DAMAZIO et al., 2010; LAZZA-
ROTTO, HEINZEN  e YUNES 2005), nenhum composto foi capaz de 
exibir um efeito bioquímico duplo como este da sulfonamida, para me-
lhorar o estado do diabetes. Assim, estes resultados indicam que, além 
do potencial de ação da secretagogo de insulina, um efeito insulinomi-
mético deste composto pode ser ativado no músculo esquelético. Tanto 
quanto sabemos, esta é a primeira descrição no efeito duplo (secretago-
go de insulina e insulinomimético) de uma sulfonamida, em um trata-
















Tabela 4.4. Efeito dos derivados da sulfonamida (10 mg/kg) no conteú-
do de glicogênio em ratos Wistar em jejum. Cada valor representa a 
média ± E.P. M. de quatro determinações. 
b
p≤ 0,01 e 
c
p≤ 0,001 compa-
rado com o grupo controle hiperglicêmico. 
Grupo Músculo Fígado 
Hiperglicêmico 8.60 ± 1.00 14.60 ± 1.27 
Glibenclamida 17,46 ± 1.80
c
 8.71 ± 1.49 
1 15.07 ± 1.30
b
 10.46 ± 0.44 
3 5.60 ± 0.24 14.94 ± 1.30 
5 19.31 ± 1.30
c
 11.72 ± 2.10 
7 17.02 ± 0.55
c
 6.49 ± 1.47 
9 8.43 ± 0.23 11.13 ± 0.78 
   
4.4.6 Efeito dos derivados da sulfonamida na atividade da 
LDH  
Finalmente, a toxicidade do tecido foi analisada, medindo a ativi-
dade da LDH no meio de incubação e no soro. A atividade da enzima 
LDH permaneceu inalterada pela sulfonamida 5 e pela glibenclamida 
para todos os períodos estudados in vitro e nas condições in vivo (Tabela 
4.5). Além disso, o tratamento in vivo com os derivados de sulfonamida 
de 1, 3, 7 e 9 não alteraram a atividade da LDH. 
Tabela 4.5. Efeito in vivo e in vitro dos derivados da sulfonamida na 
atividade da LDH extracelular no soro e no meio de incubação em ilho-
tas pancreáticas. Cada valor representa a média ± E.P. M. de quatro 
determinações. 
Grupo LDH % do controle Tempo (min) 
In vivo (10 mg/kg) 10 180 
Glibenclamida - 33.50 ± 3.60 
1 - 110.26 ± 3.74 
3 - 84.79 ± 3.86 
5 - 101.00 ± 6.14 
7 - 110.67 ± 2.90 
9 - 73.04 ± 5.61 
In vitro (20 µM)   
Glibenclamida 64.71 ± 4.70 35.88 ±3.04 






Em resumo, nós projetamos uma família de sulfonamidas baseada 
em um fragmento glibenclamida, em que aplicou a estratégia do bioisos-
terismo para obter potenciais agentes hipoglicemiantes. Seguindo os 
estudos na curva de tolerância à glicose, derivados da sulfonamida 1, 3, 
5, 7 e 9 foram selecionados para investigar a secreção de insulina, a 
captação de cálcio em células beta, o conteúdo de glicogênio e a ativi-
dade da LDH. A sulfonamida 5, substituída com o grupo 4-OCH3-fenilo, 
mostrou atividade biológica notável, tanto in vivo como in vitro. In vivo, 
esta sulfonamida reduziu os níveis de glicose no soro de ratos em jejum 
(curva de tolerância oral). Além disso, este composto aumentou a secre-
ção de insulina e o conteúdo de glicogênio muscular. A sulfonamida 5 
também reduziu a atividade das dissacaridases intestinais. O efeito esti-
mulatório da sulfonamida 5 na captação de cálcio é mediada por canais 
de K
+
 dependentes de ATP, canais de cálcio dependentes da voltagem 
do tipo L, pelo cálcio intracelular e pela proteína cinase C em células 
beta nas ilhotas pancreáticas (Figura 4.3). Em conjunto, esses dados 
apontam para alvos múltiplos da sulfonamida 5 envolvidos na homeos-
tase da glicose. O perfil farmacológico da sulfonamida 5 mostrou que 
este composto pode ser útil no tratamento do diabetes como um agente 
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Sulfonilureia e derivados de tioureia substituída com grupos benzeno-
sulfonamidas aumentam a captação de glicose no tecido adiposo de 
ratos. No entanto, o efeito estimulatório da sulfonamida 11 na captação 
de glicose não é conhecido. O objetivo do estudo foi caracterizar o me-
canismo de ação deste composto na captação de glicose no tecido adipo-
so e a capacidade de reduzir os produtos finais de glicação avançada 
(AGEs). Material e Métodos: Fatias de tecido adiposo epididimal foram 
pré-incubados e incubados a 37°C em tampão Krebs Ringer bicarbonato 




C-DG; 0,1 µCi/mL) foi estuda-
da na ausência (controle) ou presença da sulfonamida 11 (1, 10, 100 
µM) e de inibidores/ativadores de proteínas cinases. Para os experimen-
tos de curso em tempo na formação de AGEs foi medida a fluorescência 
característica da formação de produtos finais de glicação avançada no 
sistema de albumina sérica bovina/glicose. Resultados: O efeito estimu-
latório da sulfonamida 11 (10 µM) na captação de 
14
C-DG foi anulado 
por diazoxida, wortmanina, PD98059, colchicina e N-etilmaleimida. Por 
outro lado, o efeito da sulfonamida 11 não foi bloqueado por glibencla-
mida, um inibidor dos canais K
+
-ATP, ou pelo inibidor da proteína p38 
MAPK, o SB 203580. A sulfonamida 11 reduziu a formação de produ-
tos finais de glicação avançada, nas concentrações de 0,1 e 1 µg/mL em 
7, 14 e 28 dias de incubação. O efeito estimulatório da sulfonamida 11 
na captação de glicose no tecido adiposo envolve a ativação de canais 
K
+
-ATP e a ativação da translocação e fusão de vesículas de GLUT4 na 
membrana plasmática do adipócito.  
 








A descoberta do efeito hipoglicemiante da sulfonamida em alguns 
pacientes administrados com p-amino-benzeno-sulfonamida-
isopropiltiodiazol (2254 RP) marcou um período importante em relação 
ao tratamento do diabetes (rev. em [LOUBATIÈRES-MARIANI, 
2007]). RP 2254 se tornou a primeira sulfonamida clinicamente útil no 
tratamento do DM. Estudos demonstraram que a sucessão de ações de-
sencadeadas por RP 2254 nas células beta era comparável ao induzido 
por sulfonilureias de primeira ou segunda geração (HENQUIN, 1992). 
Além disso, a estrutura química fundamental da sulfonamida é seme-
lhante ao dos compostos antidiabéticos, sulfonilureias, previamente 
estudadas (HENQUIN, 1992; FREDERICO et al., 2013). 
É conhecido que as sulfonilureias aumentam a utilização da gli-
cose pelo tecido muscular e em cultura de células musculares mediado 
pela insulina (FELDMAN, LEBOVITZ e DURHAM 1969; WANG et 
al., 1989) por um mecanismo independente do receptor de insulina 
(BAK et al.,  1989). Em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, 
o tratamento com gliclazida, uma sulfonilureia de segunda geração, 
aumentou a captação de glicose no músculo esquelético e apresentou um 
efeito aditivo ao da insulina (PULIDO et al., 1997). Além disso, PULI-
DO et al. (1996) relataram um efeito direto e rápido, dependente da 
concentração das sulfonilureias, na captação de glicose em músculo 
esquelético de ratos. 
As sulfonilureias promovem o movimento dos transportadores de 
glicose para a membrana plasmática em adipócitos e em miócitos em 
cultura (ROGERS, STANDAERT e POLLET 1987; MULLER e WIED, 
1993). PULIDO et al. (1996) mostraram que a gliclazida promoveu o 
movimento do GLUT4 para a membrana plasmática em músculo gas-
trocnêmio. ZHANG et al. (2009) verificaram que os derivados de sulfo-
nilureia e de tioureia substituídos com grupos benzenossulfonamidas 
estimulam a captação de glicose através de GLUT em adipócitos de 
ratos. 
Em um estudo anterior, foi projetada uma família de sulfonami-
das baseado em um fragmento de glibenclamida como potenciais agen-
tes hipoglicemiantes, agindo em alvos múltiplos envolvidos no metabo-
lismo da glicose (FREDERICO et al., 2013). No entanto, se as novas 




Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar se a sulfonamida 11 
ativa enzimas intracelulares implicadas na captação de glicose pelo teci-
do adiposo e avaliar o efeito na glicação no sistema albumina séri-
ca/glicose in vitro. 
 




A glibenclamida, a diazoxida, a wortmanina, o (1-[6-[((17β)-3-
metoxiestra-1,3,5[10]-trien-17-il)amino]hexil]-1H-pirrol-2,5-diona) U-
73122, (2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona), o 
PD98059, (-1-(trans-4 hidroxiciclo-hexil) -4-(4-fluorofenil )-5-(2-
etoxipiridimidina-4)-imidazol), o SB239063, a colchicina e o N-
etilmaleimida foram adquiridos a partir de Sigma Chemical Company 
(St. Louis, MO, EUA). HNMPA(AM)3 (hidroxi-2-naftale-
nilmetilfosfonicacitris-acetoxi-metiléster) foi adquirido pela  Enzo Life 





a atividade específica de 10,6 GBq/mmol e o líquido de cintilação bio-
degradável foram obtidos de Perkin Elmer Life and Analytical Sciences 
(Boston, MA, EUA). Os sais e os solventes foram adquiridos a partir de 
Merck® AG (Darmstadt, Alemanha). 
Para os experimentos in vitro, a sulfonamida 11 foi dissolvida em 
DMSO. O DMSO foi adicionado aos demais grupos em concentrações 
finais não superiores a 0,1% (v/v). 
 
5.2.2 Os animais experimentais 
 
Ratos Wistar albinos (180-210 g; 48-50 dias de idade) foram cri-
ados em um biotério setorial com ar condicionado (aproximadamente 21 
± 2 ◦C) e iluminação controlada (luzes acesas 6:00-18:00 h). Os ratos 
foram mantidos com ração peletizada (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, 
PR, Brasil) e água de torneira ad libitum. Para tratamentos in vivo os 
ratos foram privados de alimentos durante pelo menos 16 h, mas com o 
acesso livre à água. Todos os animais foram monitorados e mantidos de 




éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - 
CONCEA e do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Comis-
são de Ética no Uso de Animais - CEUA protocolo PP00414/UFSC). 
 
5.2.3 Captação de glicose no músculo sóleo e tecido adiposo 
 
Para os experimentos de captação de [U-
14
C]-2-desoxi-D-glicose, 
músculo sóleo e tecido adiposo de ratos normais em jejum foram utili-
zados. Músculos sóleo foram distribuídos (esquerda e direita alternada-
mente) entre grupos controles e tratados. Os músculos foram dissecados, 
pré-incubados durante 30 min e incubados por 60 min a 37 °C em tam-
pão KRb suplementado com 3 mM de glicose, pH 7,4 e atmosfera de 
O2/CO2 (95%: 5%, v/v). Primeiro, a sulfonamida 11 (1, 10 e 100 μM) 
foi adicionada ao meio de incubação 
14
C-DG (0.1 μCi/mL, 60 min), 
durante 60 min, para se obter a curva dose-resposta. Depois, diferentes 
fármacos, tais como 100 µM diazoxida, 20 µM glibenclamida, 100 µM 
HNMPA(AM)3, 100 nM wortmanina, 1 µM U73122, 10 μM SB239063, 
1 µM colchicina e 1 mM de N-etilmaleimida, foram adicionados ao 
meio de pré-incubação (30 min) e incubação (60 min), na presença ou 
ausência de  20 µM do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida com 
14
C-DG (0,1 μCi/mL). As amostras foram 
processadas de acordo com FREDERICO et al. (2012). Os resultados 
foram expressos em nmol de glicose/mg de proteína. 
 
5.2.4 Formação de produtos finais de glicação avançada nos 
sistemas de albumina bovina sérica/glicose  
 
Os produtos finais de glicação avançada (AGEs) foram formados 
no sistema in vitro, utilizando um método anteriormente descrito (KIHO 
et al., 2004). Resumidamente, 10 mg/mL de albumina sérica bovina 
BSA em tampão fosfato-salina (PBS, pH 7,4) contendo azida sódica a 
0,02% foram incubadados com glicose (500 mM) a 37 °C durante 7, 14 
e 28 dias, na ausência (controle) e na presença de a sulfonamida 11 (0,1 
e 1,0 µg/mL). A proteína, a glicose e a sulfonamida 11 foram introduzi-
das simultaneamente na mistura da incubação. Cada solução foi mantida 
no escuro em um frasco tampado, e a incubação foi deixada decorrer em 
frascos em triplicata. Para os experimentos de curso em tempo na for-




de onda de excitação de 370 nm e comprimento de onda de emissão de 
440 nm) com Infiniti M200 (TECAN). 
 
5.2.5 Análises estatísticas 
 
Os resultados foram expressos como a Média ± E.P.M., conforme 
número de amostras especificado nas figuras. As comparações estatísti-
cas foram realizadas através da análise de variância de uma ou duas vias 
(ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni pelo programa INS-
TAT. As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 




5.3.1 Mecanismo de ação da sulfonamida 11 na captação de 
glicose 
 
A sulfonamida 11 se destacou por sua notável atividade anti-
hiperglicêmica, recentemente relatado por FREDERICO et al. (2013). 
Neste estudo foi analisado o mecanismo de ação sulfonamida 11 na 
captação da glicose no tecido adiposo (Figura 5.1A). Inicialmente, uma 
curva dose-resposta da sulfonamida 11 (1, 10 e 100 μM), foi realizada 
em tecido adiposo e em músculo esquelético de rato após 60 min de 
incubação com 
14
C-DG (0,1 μCi/mL) (Figura 5.1B e C). O efeito esti-
mulatório da sulfonamida 11 na concentração de 10 μM foi de aproxi-
madamente 430% quando comparado com o grupo controle. No entanto, 
não foi encontrado nenhum efeito significativo da sulfonamida 11 sobre 
a captação de glicose com a concentração mais baixa e mais alta utiliza-
da (Figura 5.1B). Na Figura 5.1C, a sulfonamida 11 aumentou da capta-
ção da glicose em de cerca de 150 e 170% nas concentrações de 1 μM e 
10 μM em músculo esquelético, respectivamente. Baseado nestes resul-
tados, a concentração de 10 μM sulfonamida 11 foi usada para estudos 
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Figura 5.1. (A), Estrutura química da Sulfonamida 11. (B) Efeito esti-
mulatório da Sulfonamida 11 (1, 10 e 100 µM) na captação de glicose 
no tecido adiposo e (C) no tecido muscular in vitro. Tempo de pré-
incubação: 30 min. Tempo de incubação: 60 min. Médias ± E.P.M. de 3 
experimentos independentes. 
***
p≤ 0,001 e 
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Para avaliar o envolvimento de canais de potássio no efeito esti-
mulatório da sulfonamida 11 na captação de glicose, a diazoxida (250 
µM), um agonista dos canais de K
+
-ATP e a glibenclamida (20 µM), um 
bloqueador de canais de K
+
-ATP (FREDERICO et al., 2013), foram 
utilizados (Figura 5.2). Como pode ser observado, a diazoxida bloqueou 
completamente o efeito estimulatório da sulfonamida 11 no tecido adi-
poso. A glibenclamida não parece alterar o efeito estimulatório da sulfo-
namida 11 na captação de glicose. 
 
Figura 5.2. Efeito estimulatório da sulfonamida 11 nos canais de K
+
-
ATP sobre a captação de glicose no tecido adiposo. Diazoxida (100 
µM), agonista dos canais de K
+
-ATP, e a glibenclamida (20 µM), blo-
queador dos canais de potássio sensíveis ao ATP. Tempo de pré-
incubação: 30 min. Tempo de incubação: 60 min. Médias ± E.P.M. de 3 
experimentos independentes.  
***
p≤ 0,001 em relação ao grupo controle, 
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 A influência da sulfonamida 11 na via de sinalização da insulina 
sobre a captação da glicose foi investigada. Como mostrado na Figura 
5.3, o efeito estimulatório da sulfonamida 11 não foi bloqueado na pre-
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outro lado, 1 µM wortmanina, um inibidor da PI 3-K (CAZAROLLI et 
al., 2013), bloqueou aproximadamente 60% do efeito estimulatório da 
sulfonamida 11 na captação de glicose. 
 
Figura 5.3. Efeito estimulatório da sulfonamida 11 na via de sinalização 
da insulina sobre a captação de glicose no tecido adiposo. HNMPA (100 
µM), inibidor do receptor da insulina, e wortmanina (1 µM), inibidor da 
PI 3-K. Tempo de pré-incubação: 30 min. Tempo de incubação: 60 min. 
Médias ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
***
p≤ 0,001 em rela-
ção ao grupo controle; 
###






















 A fosfolipase C-γ (PLC-γ) é um alvo downstream da PI 3-K na 
sinalização da insulina (EICHHORN et al., 2002). O pré-tratamento 
com 1 µM de U73122, um inibidor da fosfolipase C (PLC) (FREDERI-
CO et al., 2012), bloqueou parcialmente o efeito estimulatório da sulfo-
namida 11. Por outro lado, 10 µM de SB203580 (CAZAROLLI et al., 
2013), um inibidor de p38 MAPK, não alterou o efeito estimulatório da 
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Figura 5.4. Envolvimento da PLC-γ e da p38 MAPK no efeito estimula-
tório da sulfonamida 11 na captação de glicose.  U73122 (1 µM), inibi-
dor da fosfolipase C e SB203580 (10 µM) inibidor da p38 MAPK. 
Tempo de pré-incubação: 30 min. Tempo de incubação: 60 min. Médias 
± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
***
p≤ 0,001 em relação ao 
grupo controle controle, 
###





















Finalmente, o efeito estimulatório da sulfonamida 11 sobre a cap-
tação de glicose no tecido adiposo foi bloqueado na presença de 1 mM 
de colchicina, um agente de despolimerizador de microtúbulos, e N-
etilmaleimida, bloqueador do transporte vesicular; inibiu a captação de 
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Figura 5.5. Efeito da sulfonamida 11 na via de translocação do GLUT4 
sobre a captação de glicose no tecido adiposo. Colcichina (1 mM) agen-
te despolimerisador de microtúbulos e N-etilmaleimida (1mM) um a-
gente bloqueador do transporte vesicular. Tempo de incubação: 60 min. 
Médias ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
***
p≤ 0,001 em rela-
ção ao grupo controle controle, 
###





















A Figura 5.6 demostra um resumo do mecanismo de ação exerci-
























Figura 5.6. Hipótese da via de sinalização da sulfonamida 11 sobre a 
captação de glicose no tecido adiposo. Flechas pontilhadas indicam 
caminho desconhecido, setas finas indicam a via de sinalização necessá-
ria para a captação de glicose no tecido adiposo estimulada pela sulfo-
namida 11. K
+
-ATP: canais de potássio sensíveis ao ATP, PLC: fosfo-





















No método utilizado no presente estudo, a albumina bovina sérica 
(BSA) foi escolhida como a proteína modelo e a glicose foi utilizada 
como o agente glicador. O sistema BSA de açúcares redutores é um 
modelo in vitro amplamente utilizado em estudos de glicação não enzi-
máticos. As proteínas podem ser modificadas quando expostas a açúca-
res redutores pelo processo de glicação espontânea. A intensidade de 
fluorescência mediada pelo açúcar, que é uma característica dos produ-
tos AGEs, aumenta durante a incubação a 37 °C durante um longo perí-
odo. Na Figura 5.7 - A, B, e C, a intensidade de fluorescência dos AGEs 
formados no modelo BSA - glicação pode ser observada. Após incuba-
ção dos períodos analisados (7, 14 e 28 dias), a formação de AGEs foi 
significativamente aumentada no grupo BSA/glicose (Figura 5.7 A, B e 





















































































































B e C mostra a capacidade in vitro da sulfonamida 11 em suprimir a 
formação de AGEs no sistema de BSA/glicose em todas as concentra-
ções, durante todo o período do estudo. 
 
Figura 5.7. Efeito inibitório da sulfonamida 11 na formação de AGEs 
fluorescentes em um sistema de BSA/glicose. A, B e C correspondem a 
7, 14 e 28 dias de incubação com BSA/glicose, respectivamente. Médias 
± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
***
 p≤ 0,001 em relação ao 
grupo controle controle (BSA), 
###





































Alguns estudos demonstram que as sulfonilureias aumentam a 
captação de glicose pelo músculo esquelético e adipócitos mediada pela 
insulina (MULLER e WIED, 1993; RODRIGUEZ et al., 2004). Além 
disso, foi mostrado um efeito dependente da concentração das sulfonilu-
reias na captação de glicose pelo músculo esquelético, independente da 
presença de insulina (DANIELS e LEWIS, 1982; PULIDO et al., 1996). 
Sulfonilureias e derivados de tioureia substituídos com grupos benzeno-
sulfonamidas aumentam da captação de glicose no tecido adiposo de 
ratos (ZHANG et al., 2009). O presente estudo teve como objetivo ca-
racterizar as vias de sinalização intracelulares envolvidas no efeito esti-
mulatório da sulfonamida 11 na captação de glicose e avaliar o efeito na 
glicação com albumina sérica in vitro. Esta é a primeira demonstração 
de que uma sulfonamida aumenta acentuadamente a captação de glicose 
no tecido adiposo (10 µM) e no músculo esquelético (10 µM e 100 µM). 
Canais de K
+
-ATP podem estar envolvidos na captação de glicose 
no músculo esquelético. Usando camundongos Kir6.2(-/-), MIKI et al. 
(1998) encontraram que o efeito de redução da glicemia pela insulina é 
intensificado  em camundongos Kir6.2(-/-). O envolvimento de canais 
de K
+
-ATP na captação de glicose foi também visto em camundongos 
deficientes do gene SUR2 [SUR2(-/-)] (CHUTKOW et al., 2001). As 
sulfonamidas bloqueiam os canais de K
+
-ATP em células beta pela liga-
ção ao Kir6.2 (HENQUIN, 1992; LOUBATIÈRES-MARIANI, 2007). 
FREDERICO et al. (2013) encontraram que o aumento do influxo de 
cálcio em ilhotas pancreáticas isoladas pela sulfonamida 5 foi abolido na 
presença da diazoxida. Agonistas SUR demonstraram efeitos diretos nos 
adipócitos. Neste estudo a diazoxida bloqueou completamente o efeito 
estimulatório da sulfonamida 11 no tecido adiposo. Além disso, MIKI et 
al. (2002), revelaram que a captação de glicose no tecido adiposo em 
camundongos Kir6.2(-/-)  também foi aumentada in vivo. Ainda, PULI-
DO et al. (1996) relataram que a captação da glicose estimulada por 
gliclazida no músculo esquelético foi bloqueada pela diazoxida. Por 
outro lado, o efeito da sulfonamida 11 na captação de glicose não foi 
alterado na presença de glibenclamida. Isto pode ter ocorrido porque a 
máxima ligação de sulfonilureias ao canal de K
+
-ATP é de cerca de 60-
80% nas células beta (GRIBBLE, TUCKER e ASHCROFT 1997). Os 






-ATP desempenham um papel crucial no mecanismo de ação 
da sulfonamida 11 na captação de glicose em tecido adiposo. 
A ação da sulfonamida 11 na captação de glicose no tecido adi-
poso não foi alterada por HNMPA. Por outro lado, o pré-tratamento com 
um inibidor de PI 3-K, wortmanina, bloqueou aproximadamente 60% da 
captação de glicose induzida pela sulfonamida. Desde modo, este estudo 
revelou que a PI 3-K desempenhou uma função importante na captação 
de glicose induzida pela sulfonamida. RODRIGUEZ et al. (2004) relata-
ram que as sulfonilureias promovem o transporte de glicose no músculo 
esquelético através da ativação da PI 3-K. O mecanismo de captação da 
glicose induzido por glimepirida, uma sulfonilureia de terceira geração, 
em adipócitos, mostrou uma via de sinalização independente do receptor 
da insulina que inclui a fosforilação da tirosina do substrato receptor da 
insulina (IRS) -1/2 e a ativação da PI 3-K (MULLER et al., 2001). 
Na Figura 5.4, o inibidor de PLC, U73122 bloqueou parcialmente 
o efeito estimulatório da sulfonamida 11. Estudos anteriores sugerem o 
envolvimento da PLC específica glicosilfosfatidil-inositol na via de 
sinalização da sulfonilureias (MÜLLER e GEISEN, 1996). KAYALI et 
al. (1998) verificaram que U73122 pode inibir parcialmente a atividade 
endógena PI 3-K em adipócitos 3T3-L1. Além disso, em um estudo de 
RODRIGUEZ et al. (2004), o pré-tratamento dos músculos com U73122 
bloqueou totalmente a captação de glicose estimulada por gliclazida. 
Outro alvo analisado neste estudo foi a p38 MAPK. Diversos estudos 
demonstraram a necessidade de ativação da p38 MAPK para a captação 
de glicose (SOMWAR et al., 2000; KONRAD et al., 2001; KUMAR e 
DEY 2002). Um inibidor de p38 MAPK, SB203580, reduziu a captação 
de glicose pela insulina, em adipócitos 3T3-L1 (SWEENEY et al., 1999) 
e células do músculares L6 (SOMWAR et al., 2000). Aqui, o efeito 
estimulatório da sulfonamida 11 não foi alterado na presença de um 
inibidor de p38 MAPK. 
A insulina regula as duas etapas distintas na exocitose de vesícu-
las contendo GLUT4 por mecanismos diferentes. O primeiro passo é a 
translocação de vesículas contendo GLUT4 a partir de locais de armaze-
nagem intracelulares para a periferia da célula. O segundo passo é a 
fusão dessas vesículas com a membrana plasmática para a externaliza-
ção do GLUT4 (para revisão, ver BOGAN, 2012). No presente estudo, 
para verificar o primeiro passo (translocação de GLUT4) usamos a col-
chicina, um agente despolimerizador de microtúbulos. Vários estudos 
demonstraram que alterações de microtúbulos induzida por colchicina e 




cação de GLUT4 e a captação de glicose em adipócitos induzidas por 
insulina (FLETCHER et al., 2000; WATSON,  KANZAKI e PESSIN 
2004; HUANG et al., 2005). Neste estudo, a colchicina bloqueou o efei-
to estimulatório da sulfonamida 11 na captação da glicose. Este resulta-
do sugere que a integridade do citoesqueleto é importante para a capta-
ção de glicose induzida pela sulfonamida 11. Para verificar o segundo 
passo (fusão de vesículas contendo GLUT4 com a membrana plasmática 
e a externalização do GLUT4), utilizou-se a N-etilmaleimida, um agente 
bloqueador do transporte vesicular. A n-etilmaleimida reduziu aproxi-
madamente 66% o efeito estimulante de sulfonamida 11. 
A hiperglicemia crônica é a característica mais comum de todas 
as formas do DM. Esta condição acelera a formação irreversível AGEs 
que desempenham um papel importante na patogênese das complicações 
diabéticas (HUEBSCHMANN et al., 2006). A busca de um potencial 
agente antiglicação tem atraído muita atenção dos pesquisadores. Aqui, 
a sulfonamida 11 exibiu notável efeito na redução dos AGEs em todos 
os períodos estudados. Entre as sulfonilureias, somente a gliclazida re-
duziu a formação de AGEs de glicose in vitro (LI et al., 2008). Este é 
um resultado importante, que indica que a sulfonamida 11 pode ter dife-




Com base nos resultados obtidos, podemos sugerir que a sulfo-
namida 11 aumentou a captação de glicose no tecido adiposo através da 
indução de uma cascata complexa de sinalização intracelular. Estes 
envolvem os canais de K
+
-ATP, a PI 3-K, a PLC e as proteínas envolvi-
das na translocação e na fusão de vesículas contendo GLUT4 de locais 
de armazenamento intracelulares para a periferia celular (Figura 5.6). 
Além disso, esta sulfonamida reduz notavelmente os AGEs. Estes resul-
tados sugerem que a sulfonamida 11 seja um alvo terapêutico atraente 
para o tratamento de diabetes. Estudos relacionados com o efeito poten-
cial de secretagogo de insulina são necessários para elucidar o mecanis-
mo complexo de ação desse composto para a homeostase da glicose. 





6. AS ACILHIDRAZONAS CONTRIBUEM PARA HOME-
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Neste estudo os efeitos antidiabéticos in vivo e in vitro de quatro deriva-
dos de acilhidrazonas foram investigados em ratos. A ação secretagoga, 
a curva de tolerância oral à glicose, o índice insulinogênico e o meca-
nismo de ação secretagogo em ilhotas pancreáticas foram estudados. O 
efeito insulinomimético na glicemia de ratos diabéticos também foi 
verificado. Entre as acilhidrazonas estudadas, a 1 e a 4 foram  capazes 
de aumentar a tolerância à glicose em um curso de tempo agudo. Um 
efeito secretagogo notável foi mostrado pelo composto 1,  com um índi-
ce insulinogênico cerca de 3,9 vezes mais elevado que grupo controle. 
Em experimentos in vitro, um efeito agudo e dependente da dose, do 
composto 1, na captação de cálcio em ilhotas pancreáticas, foi observa-
do. O efeito estimulatório rápido da acilhidrazona 1 na captação de cál-
cio parece ser mediado, pelo menos em parte, pelos canais K
+
-ATP, pois 
este efeito foi semelhante ao observado para a glibenclamida, mas não 
foi potencializado por esta sulfonilureia. Foi verificado que o cálcio 
extracelular e o cálcio dos estoques intracelulares estão envolvidos no 
efeito estimulatório da acilhidrazona 1, o que pode contribuir para a 
secreção de insulina em células beta. O efeito insulinomimético foi evi-
denciado pela glicemia em ratos diabéticos induzidos por aloxano. A 
acilhidrazona 1 induziu um aumento significativo no conteúdo de glico-
gênio in vivo e a captação de glicose no músculo sóleo in vitro. Os resul-
tados deste estudo indicam que acilhidrazona 1 atua sob dois alvos fisio-
lógicos para a redução da glicemia: em ilhotas pancreáticas, atuando 
como um composto secretagogo de insulina, e em músculo esquelético, 
atuando como um composto insulinomimético. 
 
Palavras - chaves: acilhidrazonas, glicemia, secretagogo, pâncreas, 








O DM é um problema de saúde mundial e uma das principais 
causas de morbidade e mortalidade (WHO, 2013). A incidência da do-
ença é elevada em todo o mundo e varia entre as populações, devido a 
diferenças genéticas, de suscetibilidade, bem como de outros fatores de 
risco modificáveis (HJELM, et al., 2003; QUASEEM et al., 2007). En-
quanto a prevalência do DM alcançou proporções epidêmicas, os trata-
mentos disponíveis têm foco nos sintomas da doença, em vez de tratar a 
patologia. Existem basicamente dois tipos de diabetes, o DM1 e o DM2. 
O DM2 compreende a grande maioria dos casos de diabetes e é uma 
doença heterogênea marcada por disfunção das células beta (KAHN, 
2003; RHODES, 2005) combinada com a resistência à insulina nos 
tecidos-alvo (YKI-JARVINEN, 1995; KAHN, 2003). A patogênese da 
doença envolve ambos os fatores genéticos e ambientais (SLADEK et 
al., 2007) e está frequentemente associada à obesidade (YKI-
JARVINEN, 1995; ZIMMET, 1999; BAGGIO e DRUCKER, 2006). 
Por outro lado, o DM1 é caracterizado pela destruição das células beta 
pancreáticas devido ao ataque autoimune mediado por células T (AT-
KINSON e EISENBARTH, 2001), o qual ainda não é completamente 
compreendido. 
O DM1 e o DM2 têm em comum uma deficiência na massa de 
células beta. Embora as etiologias associadas com o DM1 e o DM2 
sejam diferentes, ambas as formas estão caracterizadas por uma defici-
ência relativa na massa funcional de células beta de tal modo que as 
necessidades de insulina do corpo não são suficientes, e a glicemia se 
torna descontrolada (HANLEY, 2009). Assim, estudos que visam a 
investigar os mecanismos alvos da insulina a fim de melhorar os trata-
mentos para o diabetes, bem como melhorar a tolerância à glicose, seja 
através de uma melhoria da produção de secreção de insulina das células 
remanescentes (secreção de insulina), bem como melhorar a resposta à 
insulina nos tecidos alvo (sensibilizadores de insulina), ou substituindo a 
insulina em falta (compostos insulinomiméticos exógenos), são de gran-
de importância no que concerne esta patologia. 
As acilhidrazonas possuem um esqueleto estrutural semelhante às 
chalconas,  compostos antidiabéticos previamente estudados (SEHATA 
et al., 1996; DAMAZIO et al., 2009; BORCHHARDT, et al., 2009). 




do atividade analgésica, anti-inflamatória, antitrombótica, antinocicepti-
va e antiplaquetária (FRAGA et al., 2000; FRAGA e BARREIRO 
2006). N-acilhidrazonas também produzem um efeito cardiovascular  
ionotrópico e vasodilatador do musculatura  lisa vascular de ratos (SIL-
VA et al., 2005). Recentemente, a relação estrutura atividade de 3,4,5-
trimetoxi-hidrazonas foi descrita, mostrando uma potente atividade anti-
cancerígena pela capacidade de provocar a despolimerização da tubulina 
(WANG et al., 2009; UFSC, 2011). Contudo, o efeito das acilhidrazonas 
no diabetes ainda não foi relatado. Estudos anteriores identificaram os 
substituintes em diferentes posições na estrutura do núcleo de chalconas 
que determinaram a atividade hipoglicemiante, bem como a especifici-
dade da ação (ALBERTON et al., 2008; DAMAZIO et al., 2009; DA-
MAZIO et al., 2010). Levando em conta que o esqueleto estrutural das 
acilhidrazonas é semelhante ao das chalconas, algumas modificações 






























































Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar o papel das 
acilhidrazonas na redução da glicemia e no aumento da secreção de 
insulina, bem como o mecanismo de ação associada com a captação de 
cálcio em ilhotas pancreáticas. O efeito insulomimético da acilhidrazona 
1 no músculo sóleo foi determinado por meio do conteúdo de glicogênio 
e ensaio de captação de glicose. Além disso, a toxicidade aguda das 









Aloxano mono-hidratado, glibenclamida, diazoxida, nifedipina, 
(1 - [6 - [((17β)-3-metoxiestra-1, 3,5)-trien-17-il) amino ] hexil]-1H-
pirrol-2 ,5-diona), U-73122 e glicogênio de ostra tipo II foram adquiri-
dos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes 
de iodo (CaCl2 + I2 + KI) foram adquiridos da VETEC, Rio de Janeiro, 
Brasil. O kit comercial utilizado para determinação da glicemia foi pro-
duzido por Analisa (Belo Horizonte, MG, Brasil). O ensaio imunoab-
sorvente ligado à enzima (ELISA) para a determinação quantitativa de 
insulina de rato (catálogo n.° EZRMI-13K) foi adquirido pela Millipore 





C]-DG), atividade específica 10,6 
GBq/mmol e líquido de cintilação biodegradável foram obtidos a partir 
de Perkin Elmer Life and Anaytical Sciences (Boston, MA, EUA). Sais 
e solventes foram adquiridos da Merck  AG (Darmstadt. Alemanha). 
Para os experimentos in vivo as acilhidrazonas foram dissolvidas 
em uma solução de Tween 80 a 0,3%; utilizada como veículo. Em todos 
os experimentos, o veículo per se não foi capaz foi capaz de alterar o 
resultado de qualquer das condições experimentais, para os grupos trata-
do e basal (dados não mostrados). Para os experimentos in vitro, as aci-
lhidrazonas 1 e 4 foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO). Adi-
cionou-se, DMSO em ambos, controles e tratamento em concentrações 
finais não superiores a 0,1% (v/v). A esta concentração, DMSO não 
afetou a função das ilhotas (LEBRUN et al., 1996). 
 
6.2.2 Animais experimentais 
 
Ratos Wistar albinos (180-210 g; 48-50 dias de idade) foram cri-
ados em um biotério setorial com ar condicionado (aproximadamente 21 
± 2 ◦C) e iluminação controlada (luzes acesas 6:00-18:00 h). Os ratos 
foram mantidos com ração peletizada (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, 




ratos foram privados de alimentos durante pelo menos 16 h, mas com o 
acesso livre à água. Todos os animais foram monitorados e mantidos de 
acordo com a lei Lei Arouca n.º 11.794/08 seguindo as recomendações 
éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - 
CONCEA e do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Comis-
são de Ética no Uso de Animais - CEUA protocolo PP00414/UFSC). 
 
6.2.3  Efeito das acilhidrazonas na curva de tolerância oral à 
glicose  
 
Ratos hiperglicêmicos foram divididos em diferentes grupos de 
quatro animais (veja em Tabelas e Figuras), em controle e trata-
dos. Grupos controle foram aleatoriamente divididos da seguinte forma: 
ratos que receberam veículo (solução de 0,3% de Tween 80) e ratos que 
receberam glicose (4 g/kg; 8,9 M), via oral por gavagem. Os ratos trata-
dos, além da sobrecarga de glicose, receberam acilhidrazonas 1 (1, 10 e 
100 mg/kg) e 2, 3 e 4 (10 mg/kg), ou glibenclamida (10 mg/kg) via oral 
por gavagem. Os níveis de glicose no soro foram medidos imediatamen-
te antes e aos 15, 30, 60 e 180 min após a sobrecarga de glicose. Após a 
centrifugação, as amostras de soro foram utilizadas para determinar os 
níveis de glicose, insulina e/ou atividade da lactato desidrogenase.  A 
glicemia foi determinada pelo método da glicose oxidase (VARLEY, 
GOWENLOCK e BELL, 1976). 
 
6.2.4 Ensaio de insulina sérica 
 
A detecção da insulina foi pela aplicação do ensaio imunossor-
vente ligado à enzima (ELISA), de acordo com as instruções do fabri-
cante. O intervalo de valores detectados pelo presente ensaio foi de 0,63 
ng/mL a 4,3 ng/mL. Os coeficientes de variação (CV) intra-e inter-
ensaio para insulina foram 3,22 e 6,95 respectivamente, com uma sensi-
bilidade de 0,2 ng/mL. Todos os níveis de insulina foram estimados por 
meio de medições colorimétricas a 450 nm com um leitor de placas de 
ELISA (Organon Teknika, Roseland, NJ, EUA), por interpolação a par-
tir de uma curva padrão. As amostras foram analisadas em duplicata e os 
resultados foram expressos como ng de insulina no soro mL-1. As áreas 
incrementais nas curvas de resposta (AUC) foram calculadas. O índice 




AUCglicose (de zero a 60 min) e foi expresso em (ng/mg) (DAMAZIO 
et al., 2009). 
 
6.2.5 Isolamento de ilhotas pancreaticas 
 
O pâncreas do rato foi visualizado por meio de uma incisão cen-
tral abdominal. O ducto biliar foi fixado na ponta do duodeno e canula-
do em um ponto suficientemente próximo ao fígado. O tampão Krebs 
Ringer bicarbonato (KRb) com uma composição de 122 mM de NaCl, 3 
mM KCl, 1,2 mM de MgSO4, 1,3 mM CaCl2, 0,4 mM KH2PO4 25 mM 
NaHCO3  foi suplementado com 8 mM de HEPES (KRb-HEPES) o 
meio foi introduzido lentamente no ducto biliar por meio de seringa até 
o pâncreas se tornar claramente distendido. O pâncreas então foi remo-
vido cuidadosamente, mantido em uma placa de Petri com meio de 
KRb-HEPES. O tecido pancreático foi fatiado (2 x 2 mm) e incubado 
em tubos de plástico em 1 mL de meio KRb-HEPES  suplementado com 
colagenase (3 mg). Após a incubação, a mistura foi transferida para um 
tubo conico e ressuspendido em 10 mL de meio KRb-HEPES  isento de 
colagenase. Este foi centrifugado à temperatura ambiente durante 3 min 
a 45 x g em uma centrífuga Excelsa Baby (modelo 206), FANEM, São 
Paulo, SP, Brasil. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressus-
penso em meio de KRb-HEPES fresco. Este procedimento de lavagem 
foi repetido cinco vezes, nas duas últimas lavagens as ilhotas foram 
deixadas decantar, sem centrifugação. Alíquotas (100 µL) do sedimento 
final com as ilhotas isoladas foram transferidas para tubos de Eppen-
dorff com o meio de incubação KRb-HEPES (LACY e KOSTIA-
NOVSKY, 1967; GRILLO et al., 2005). 
 
6.2.6 Experimentos com captação de cálcio 
 
As ilhotas isoladas foram pré-incubadas durante 60 min em um 
incubador metabólico Dubnoff para equilibrar a quantidade de cálcio 
intra e extracelular no tampão KRb- HEPES contendo 5 mM de glicose,  
0,1 μCi/mL45Ca2 + a 37°C, pH 7,4 e atmosfera gaseificada com O2: 
CO2 (95:5, v/v). As ilhotas foram incubadas durante 10 min em KRb-
HEPES, sem (controle) ou com a acilhidrazona 1 (0,2; 2 e 20 µM). Em 
algums experimentos os antagonistas de canais, agonistas ou inibidor da 




respondendo a 15 min antes do tratamento e mantidos durante todo o 
período de incubação (ver legendas das figuras). Os fármacos utilizados 
foram: nifedipina (0,1; 1 e 10 µM), diazoxida (250 µM) (ZANATTA et 
al., 2011), glibenclamida (0,2; 2 e 20 µM), U-73122 (1 µM) (ZANAT-
TA et al., 2011). O tempo de incubação com o tratamento foi de 10 min. 
A incubação foi interrompida utilizando a técnica descrita por BATRA e 
SJOGREN, (1983), com modificações (ZANATTA et al., 2011). Tam-
pão frio (1 mL com cloreto de lantânio (10 mM) a 2°C, foi adicionado 
às amostras para bloquear os fluxos de cálcio. Os tubos foram centrifu-
gados durante 1 min a 45 x g. O sobrenadante foi conservado e as ilho-
tas foram lavadas duas vezes em solução de cloreto de lantânio. As ilho-
tas foram adicionadas a tubos de eppendorfs contendo 300 µL de solu-
ção de NaOH 0,5 M e fervidas a 100°C durante 5 min. Alíquotas de 50 
µL foram retiradas de cada amostra para a medição da radioatividade no 
líquido de cintilação Optiphase Hisafe III (Wallac Oy, Turku, Finlândia) 
em um espectrometro de cintilação líquida rack LKB beta (modelo LS 
6500; multi-Purpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, 
EUA), e aliquotas de 5 µL foram utilizadas para a quantificação de pro-
teína pelo método de LOWRY et al., (1951). 
 
6.2.7 Efeito das acilhidrazonas na glicemia de ratos diabéticos 
 
O diabetes foi induzido por uma injeção intravenosa única de 5% 
de mono-hidrato de aloxano em solução salina, em uma dose de 50 
mg/kg de peso corporal. Amostras de sangue foram coletadas 3 dias 
depois e os níveis de glicose foram determinadas para confirmar o de-
senvolvimento do diabetes (DAMAZIO et al., 2009). Ratos diabéticos 
em jejum receberam a acilhidrazona 1 (10 mg / kg) por gavagem via 
oral. A glicose foi medida no soro antes e depois de 1, 2 e 3 h de trata-
mento. 
 
6.2.8 Medidas de glicogênio muscular e hepático 
 
Músculo sóleo e fígado foram removidos de ratos hiperglicêmi-
cos, tratados e não tratados com o acilhidrazona 1 e 4 (10 mg/kg), e em 
seguida utilizados para o ensaio de conteúdo de glicogênio 3 h após a 
sobrecarga de glicose. Glicogênio foi realizado como descrito por 




2012). Os tecidos foram pesados, homogeneizados em KOH 33% e 
fervidos a 100 °C durante 20 min, com agitação ocasional. Após o arre-
fecimento, etanol a 96% foi adicionado as amostras que foram aquecidas 
até à fervura seguida de um arrefecimento em banho de gelo para auxili-
ar a precipitação do glicogênio. Os homogeneizados foram centrifuga-
dos a 1300 x g durante 15 min; o sobrenadante foi descartado, e o sedi-
mento foi neutralizado com NH4Cl saturado. Estes foram aquecidos a 
100 °C durante 5 min, lavados e ressolubilizados em água. Conteúdo de 
glicogênio foi determinado por meio de tratamento com o reagente de 
iodo e a absorbância foi medida a 460 nm. Os resultados foram expres-
sos como mg de glicogênio/ g de tecido. 
 
6.2.9 Captação de glicose no músculo sóleo 
 
Para os experimentos de captação de [U-
14
C]-2-desoxi-D-glicose, 
sóleo de ratos normais em jejum foram utilizados. Os músculos sóleo 
foram distribuídos (esquerdo e direito) entre grupos basais e tratados. Os 
músculos foram dissecados, pré-incubados durante 30 min e incubados 
por 60 min a 37 °C em tampão KRb suplementado com 3 mM de glico-
se, pH 7,4 e atmosfera de O
2
/CO2 (95%: 5%, v/v). A acilhidrazona 1 (20 
µM) foi adicionada ao meio de incubação (60 min) na presença de 
14
C-
DG (0,1 µCi/mL). Após a incubação, os músculos foram colocados em 
tubos de eppendorfs contendo 500 µL de uma solução de NaOH a 0,5 M 
e fervidos a 100 °C durante 5 min. Alíquotas de 25 µL foram retiradas 
das amostras para medições de radioatividade em líquido de cintilação 
Optiphase Hisafe III (Wallac Oy, Turku, Finlândia), em um espectrôme-
tro de cintilação líquida LKB beta (modelo LS 6500, Multi-Purpose 
Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, EUA). Alíquotas de 5 
µL foram utilizadas para a quantificação de proteína pelo método de 
LOWRY et al., (1951). Os resultados foram expressos como nmol de 
unidades de glicose/mg de proteína (CAZAROLLI et al., 2009), com 
modificações. 
 
6.2.10 Ensaio da lactato desidrogenase 
 
A toxicidade in vivo foi avaliada por medição da liberação da en-
zima citosólica lactato desidrogenase no soro depois de 3h e 30 min de 




aplicando método espectrofotométrico e o nível de atividade foi calcula-
do pela medição da oxidação do NADH. Os resultados foram expressos 
como % do controle (HUTCHESSON et al., 1997).  
 
6.2.11 Análises estatísticas 
 
Os resultados foram expressos como a Média ± E.P.M., conforme 
número de amostras especificado nas figuras. As comparações estatísti-
cas foram realizadas através da análise de variância de uma ou duas vias 
(ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni pelo programa INS-
TAT. As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 
significativas para um “p” igual ou menor do que 0,05.  
 
6.2.12 Síntese química 
 
As acilhidrazonas foram preparadas pela condensação de 3,4,5 
trimetoxibenzohidrazida e o aldeído apropriado, sob refluxo, (TROE-
BERG et al., 2000). O 3,4,5 -trimetoxibenzohidrazida foi preparado 
como anteriormente descrito (CHIDA et al., 2001). Detalhes na síntese 
dos compostos foram anteriormente publicados (SEHATA et al., 1996; 
BORCHHARDT et al., 2009; UFSC, 2011).  
 
6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.3.1 Estudos do efeito das acilhidrazonas na curva de tole-
rância oral à glicose  
 
O efeito das acilhidrazonas e da glibenclamida na glicemia em ra-
tos hiperglicêmicos está mostrado na Figura 6.1 e na Tabela 6.1. Inici-
almente, uma curva dose-resposta para a acilhidrazona 1  (1, 10 e 100 
mg/kg), foi obtida. Como esperado, o grupo controle mostrou a glicemia 
aumentada após a sobrecarga de glicose quando comparado com o tem-
po zero do mesmo grupo. No entanto, a dose de 10 mg/kg da acilhidra-
zona reduziu a glicemia em 15, 30 e 60 min (28%, 22% e 19%, respecti-
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pode ser visto na Figura 6.1, a glibenclamida, produziu um redução na 
glicemia após 15, 30 e 60 min, (23%, 32% e 32%), na dose de 10 mg/kg 
em comparação com o grupo hiperglicêmico controle, respectivamente. 
Esta dose de glibenclamida foi relatada por SAKAMOTO et al. (2006) e 
LEÓN-REYES, CASTAÑEDA-HERNÁNDEZ e ORTIZ (2009), como 
sendo significativa para o controle glicêmico. Por outro lado, as doses 
de 1 e 100 mg/kg da acilhidrazona 1 ligeiramente reduziram a glicemia 
(aproximadamente 14% e 12%) apenas após 30 min, respectivamente 
(Figura 6.1). Com base nestes resultados, a dose de 10 mg/kg foi utiliza-
do para estudos posteriores com as acilhidrazonas 2, 3 e 4. 
 
Figura 6.1. Curva dose-resposta da acilhidrazona 1 adiministrada por 
gavagem na curva de tolerância oral à glicose. Cada valor representa a 
média ± E.P.M. de quatro determinações. 
b
p ≤ 0,01 e 
c
p ≤ 0,001 compa-







Tabela 6.1. Efeitos das acilhidrazonas 1, 2, 3 e 4 (10 mg/kg) na curva de tolerância oral à glicose. Cada valor 
representa a média ± E.P.M. de quatro determinações em triplicata. 
a
p≤ 0,05 e 
c
p≤ 0,001 comparado com o grupo 
controle hiperglicêmico.  
 Níveis de glicose séricos (mg/dL) Tempo (min) 
 0 15 30 60 180 
Hiperglicêmico 102,29 ± 6,34 177,46 ±  5,95 190,15 ± 1,77 182,55 ± 6,95 141,15 ±  4,47 
Glibenclamida 112,06 ± 5,61 140,49 ± 4,13
c
 135,24 ± 5,67
c
 121,67 ± 5,15
c
 111,45 ± 3,08
c
 
1 108,35 ± 1,39 126,76 ± 1,39
c
 148,08 ± 3,26
c
 146,90 ± 4,46
c
 145,34 ± 1,72 
2 116,04 ± 2,53 142,39 ± 3,39
c
 169,48 ± 6,88
a
 167,96 ± 11,06 132,08 ± 3,51 
3 115,38 ± 3,38 146,08 ± 5,81
c
 145,24 ± 5,34
c
 159,97 ± 4,15 145,20 ± 1,66 
4 103,64 ± 2,32 131,98 ± 4,71
c
 154,48  ± 6,52
c
 152,43 ± 8,33
c




Com base nos resultados preliminares para a acilhidrazona 1 
(substituinte 1-naftilo), foi testado o análogo estrutural 2 (substituinte 2-
naftilo). Como pode ser observado na Tabela 1, o composto 2 diminuiu 
a glicemia aproximadamente 20% e 11% em 15 e 30 min, respectiva-
mente, quando comparado com grupo controle hiperglicêmico. Estes 
dados indicam que a acilhidrazona 2 foi menos potente do que o com-
posto 1, devido a uma mudança na conformação do grupo naftilo. Além 
disso, foi analisada a influência de um grupo doador de elétrons no nú-
cleo da acilhidrazona. A administração oral da acilhidrazona 3 (p-
substituinte N (CH3)2) reduziu ligeiramente a glicemia em 18% e 23% 
aos 15 e 30 min respectivamente (Tabela 6.1). Por outro lado, a adminis-
tração oral da acilhidrazona 4 com um grupo aceptor de elétrons (substi-
tuinte p-Br) mostrou significativa redução da glicemia, por volta de 
25%, 18% e 16% aos 15, 30 e 60 min, respectivamente.  
O primeiro objetivo foi demonstrar as melhores acilhidrazonas 1 
e 4, em reduzir significativamente a glicemia. Seguindo, os dois com-
postos selecionados foram utilizados para determinar o índice insulino-
gênico, com o respectivo mecanismo de ação e o efeito insulinomiméti-
co. 
 
6.3.2 Efeito das acilhidrazonas nos níveis de insulina sérica 
 
A Tabela 6.2 apresenta um padrão característico de secreção de 
insulina após sobrecarga de glicose (4 g/kg) no grupo controle hipergli-
cêmico, com um índice insulinogênico (II) de 0,66 ng/mg. As acilhidra-
zonas 1 e 4 apresentaram valores elevados do II cerca de 2,5 ng/mg. 
Além disso, a acilhidrazona 1 mostrou um efeito potente secretagogo de 
insulina dentro de 15 min após o tratamento oral. Como era de se espe-
rar, a glibenclamida foi eficaz para induzir a secreção de insulina e exibe 
um II de cerca de 2 ng/mg. A via mais importante para a liberação de 
insulina a partir das ilhotas pancreáticas é regulada por íons de Ca
2+
 
(MEYER, et al., 1999; BARG et al., 1999; RENSTROM et al., 2002; 
PROKS et al., 2002; GRIBBLE e REIMANN, 2003; BRYAN et al., 
2005). Neste contexto, o mecanismo de ação da acilhidrazona 1 foi es-







Tabela 6.2. Efeitos das acilhidrazonas 1 e 4 (10 mg/kg) nos níveis de secreção de insulina. Cada valor representa a 




p≤ 0,01 e 
c
p≤ 0,001 comparado com o grupo con-
trole hiperglicêmico.  
Grupo Níveis séricos de insulina (ng/mL) Tempo (min)  
 0 15 30 60 II
*
 
Hiperglicêmico 0,09 ± 0,001 2,84 ± 0,002 0,75 ± 0,007 0,59 ± 0,004 0,66 
Glibenclamida - 3,83 ± 0,430
a
 2,66 ± 0,001
b
 2,46 ± 0,070
c
 1,98 
1 - 3,35 ± 0,001
c
 0,53 ± 0,009 0,20 ± 0,026 2,55 
4 - 2,21 ± 0,550 0,94 ± 0,045 0,56 ± 0,095 2,53 
*



















6.3.3 Efeito da acilhidrazona na captação de Ca
2+
 em ilhotas 
pancreáticas 
 
Após 60 min de incubação o equilíbrio de cálcio nas ilhotas pan-




 (0,1 µCi/mL). As medições de cálcio 
foram realizadas em 10 min na presença da acilhidrazona 1 ou gliben-
clamida (0,2; 2 e 20 µM). A Tabela 3 mostra que a concentração de 20 
µM da acilhidrazona 1 mostrou um efeito estimulatório na captação de 
cálcio em torno de 3,0 vezes (p≤ 0,001) maior do que a observada para o 
grupo  controle. A glibenclamida estimulou significativamente a capta-
ção de cálcio em 20 µM. O aumento do cálcio intracelular nas células 
beta é essencial para exocitose de grânulos de insulina (RAJAN, et al., 
1990; GILON et al., 2002; MATSCHINSKY, 2002). A captação de 
cálcio rápida e o tempo de incubação de 10 min para os experimentos in 
vitro estão relacionados à primeira fase da secreção da insulina em célu-
las beta (OLOFSSON et al., 2004; YANG e BERGGREN, 2005). Por-
tanto, com base nesta curva dose-resposta, para os experimentos subse-
qüentes, a concentração de 20 µM da acilhidrazona 1 e o período de 
incubação de 10 min foram utilizados. 
  
Tabela 6.3. Curva dose-resposta da acilhidrazona 1 e da glibenclamida 




 em ilhotas pancreáticas. Cada valor representa a 
média ± E.P.M. de quatro determinações em triplicata.  
b
p≤ 0,01 e 
c
p≤ 
0,001 comparado com o grupo controle. 




 (% do controle) 
 0,2 µM 2 µM 20 µM 
Glibenclamida 132,14 ± 7,58 134,79 ± 7,51 156,72 ± 9,67
b
 




Nas células beta, o fechamento dos canais de potássio leva à des-
polarização da membrana de plasmática com posterior abertura de ca-
nais de Ca2+ dependentes de voltagem e aumento da captação de Ca2+. 
Este aumento abrupto da concentração citosólica de Ca2+ livre é obriga-
tório para o desencadeamento da secreção de insulina (AGUILAR-
BRYAN e BRYAN, 1999; ASHCROFT e GRIBBLE, 1999; SEINO et 
al., 2000; GILON et al., 2002). Assim, o mecanismo de ação da acilhi-





investigada em ilhotas pancreáticas. Para avaliar o envolvimento de 




ta, a diazoxida (250 µM),  e um antagonista, a glibenclamida (20 µM) 
dos canais de potássio, foram utilizados. 





, cerca de 77% (Figura 6.2A). A glibenclamida, um blo-
queador de canais K
+




  1,5 vezes 
maior que o controle. Por outro lado, quando a glibenclamida foi pré-
incubada antes do composto 1, uma diminuição significativa do efeito 
estimulatório da acilhidrazona 1 na captação de de cálcio foi observada. 
Acredita-se que o composto 1 possa bloquear os canais K
+
-ATP ou de-
sestabilizar a ligação de glibenclamida no canal de potássio. As sulfoni-
lureias são consideradas como antagonistas parciais dos canais K
+
-ATP, 
pois o bloqueio do canal K
+
-ATP pelas sulfonilureias, não é completo 
(PROKS et al., 2002). Além disso, a ligação máxima das sulfonilureias 
com o canal K
+
-ATP é cerca de 60-80%, observada a partir da curva de 
inibição da concentração da sulfoniluréia (GRIBBLE, TUCKER e A-
SHCROFT 1997). Assim, testes foram realizados para verificar o efeito 
de uma incubação com o composto 1 após a glibenclamida. Como pode 
ser observado na Figura 6.2B, o efeito estimulatório do composto 1 na 
captação de cálcio foi exatamente o mesmo com ou sem glibenclamida. 
A partir destes resultados, é sugerido que o efeito estimulatório do com-
posto 1 na captação de cálcio envolve a atividade  do canal de potássio. 
Estes resultados foram corroborados pelo uso da diazoxida, um agonista 
dos canais de potássio, que foi capaz de diminuir (23%) a captação do 
cálcio induzida pela acilhidrazona 1 (Figura 6.2C). Estes resultados 
estão de acordo com a literatura (ANELLO, GILON e HENQUIN 1999; 
OLOFSSON et al., 2004), em que se demonstrou que a diazoxida dimi-
nui a eficácia do Ca
2+
 na exocitose da insulina. Os resultados sugerem 
que a participação dos canais de potássio desempenha um papel crucial 



























































































Figura 6.2. Envolvimento dos canais de K
+
-ATP no efeito estimulatório 




 em ilhotas pancreáticas. (A), 
Diazoxida 250 μM (B), glibenclamida 20 μM e (C), 1 20 μM estavam 
presentes nos últimos 15 min do período de pré-incubação e durante o 
período de incubação. Tempo de pré-incubação: 60 min; tempo de incu-
bação: 10 min. Média ± S.E.M. de 3 experimentos independentes. 
c
p≤ 
0,001 comparado com o grupo controle; 
#a
p≤ 0,05 comparado com o 




































É bem conhecido que a despolarização da membrana plasmática 
induzida pelas sulfonilureias ativa os canais de cálcio tipo L, em ilhotas 
pancreáticas (PROKS et al., 2002; GRIBBLE e REIMANN, 2003; 
YANG e BERGGREN, 2006). Portanto, o envolvimento dos canais de 
cálcio tipo L e da fosfolipase C (PLC) foram investigados no efeito 
estimulatório da acilhidrazona 1 na captação de cálcio. A Figura 6.3A, 
mostra que a nifedipina 1 µM, após 15 min de incubação, não alterou o 
equilíbrio basal do cálcio (KAPPEL et al., 2013). No entanto, foi verifi-





induzida por acilhidrazona 1. 




 pode também ser 
produzida ou aumentada por mecanismos que são independentes da 
despolarização da membrana plasmática induzida pela atividadde do 
canal K
+
-ATP (HENQUIN et al., 2003). A Figura 6.3B mostra que na 
presença de um inibidor da fosfolipase C (U-73122), o efeito estimulató-
rio na captação de cálcio gerado pela acilhidrazona 1 foi parcialmente 
bloqueado. Além disso, outros estudos indicam que a PLC desempenha 





lar, em particular, na segunda fase de secreção de insulina (YANG e 
BERGGREN, 2005; JING et al., 2005). Os resultados também sugerem 
a participação de cálcio a partir dos estoques no retículo endoplasmático 
no o mecanismo de ação da acilhidrazona 1 em ilhotas pancreáticas. 
Estes resultados estão de acordo com a secreção de insulina in vivo, 


















































































Figura 6.3. Envolvimento dos canais de cálcio dependentes de voltage 





em ilhotas pancreáticas. (A), Nifedipina (1 μM) (B), U-73122 (1 µM) 
estavam presentes nos últimos 15 min do período de pré-incubação e 
durante o período de incubação. Tempo de pré-incubação: 60 min; tem-
po de incubação: 10 min. Média ± S.E.M. de 3 experimentos indepen-
dentes. 
c
p≤ 0,001 comparado com o grupo controle; 
#c
p≤  0,001 e 
#b
p≤ 

















































A Figura 6.4 demostra resumidamente os mecanimos em que a 
acilhidrazona 1 estimula a captação de cálcio em ilhotas pancreáticas 
isoladas. 
   
Figura 6.4. Modelo hipotético do mecanismo de ação da acilhidrazona 
1 em células beta. Envolvimento dos canais de K
+
-ATP, dos canais de 
cálcio dependentes de voltagem do tipo L e do cálcio dos estoques intra-
celulares. PLC: fosfolipase C, PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, IP3: 
inositol 1,4,5-trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteína cinase C. 
 
6.3.4 Estudo do efeito da acilhidrazona na glicemia em ratos 
diabéticos 
O aloxano provoca uma destruição das células beta, por isso se 
torna uma abordagem útil para testar compostos com potencial efeito 
anti-diabético (FEDERIUK et al., 2004).  A Figura 6.5 mostra uma re-
dução significativa da glicemia aproximadamente 25% após 2 h de tra-
tamento. Compostos com ação antidiabética podem regular os níveis de 
glicose por meio de aumento da captação de glicose, aumento do conte-
údo de glicogênio e/ou inibição da captação da glicose intestinal, entre 
outros alvos específicos envolvidos no metabolismo de glicose (CAZA-
ROLLI et al., 2008). Assim, a fim de investigar o papel insulinomiméti-
co da acilhidrazona 1, o conteúdo de glicogênio muscular e hepático em 

























Figura 6.5. Efeito da acilhidrazona 1 na glicemia de ratos diabéticos 
induzidos por aloxano. Média ± E.P.M., n=6. 
c
p≤ 0,001 comparado com 



















6.3.5 Efeito das acilhidrazonas no conteúdo de glicogênio  
 
A Tabela 6.4 mostra que o tratamento agudo com a acilhidrazona 
1 e 4 um aumentou significativamente no conteúdo de glicogênio mus-
cular aproximadamente 2,2 e 2,5 vezes maior que o controle, respecti-
vamente. Por outro lado, estas acilhidrazonas não alteraram o conteúdo 
de glicogênio hepático. Estes resultados indicam que a acilhidrazona 1 
atua diretamente no tecido periférico (músculo esquelético). Por esta 
razão, uma vez que o composto 1 aumentou o conteúdo de glicogênio no 
músculo esquelético e diminuiu a glicemia em ratos diabéticos, o efeito 





Tabela 6.4. Efeito das acilhidrazonas 1 e 4 (10 mg/kg) no conteúdo de 
glicogênio em ratos. Cada valor representa a média ± E.P.M. de quatro 
determinações. 
c
p≤ 0,001 comparado com o grupo controle hiperglicê-
mico. Resultados expressos em mg/g de tecido. 
 Grupo 
 Hiperglicêmico 1 4 
Músculo 7,72 ± 0,40 16,81 ± 0,61
c
 18,76 ± 2,16
c
 
Fígado 14,60 ± 1,27 11,71 ± 2,81 16,10 ± 1,23 
 
6.3.6 Efeito da acilhidrazona 1 na captação da glicose em 
músculo sóleo de ratos 
 
A Tabela 6.5 mostra o efeito in vitro do acilhidrazona 1 (20 µM) 
na captação de glicose no músculo sóleo de ratos após 60 min de incu-
bação. Como pode ser observado, o composto 1 estimulou significati-
vamente a captação 
14
C-DG quando comparado com o grupo de contro-
le. De modo geral, em consideração aos dados aqui relatados (Figura 
6.5, Tabela 6.4 e Tabela 6.5), a acilhidrazona 1 pode ser classificada 
como um agente insulinomimético. Similarmente, KAWABATA et al. 
(2011), relataram que chalconas preniladas com 4-hidroxiderricina xan-
toangelol estimulam a captação de glicose em células L6 musculares, 
contribuindo para a homeostase da glicose. 
 
Tabela 6.5. Efeito da acilhidrazona 1 20 µM na captação da glicose no 
músculo sóleo. Cada valor representa a média ± E.P.M. de quatro de-
terminações. 
b
p ≤ 0,01 comparado com o grupo controle. 
Captação de glicose (nmol unidades glicose/mg de proteína) 
Controle 0,22 ± 0,02 




6.3.7 Efeito das acilhidrazonas na atividade da LDH   
 
A toxicidade do tecido foi analisada por meio da atividade da 
LDH. O tratamento oral das acilhidrazonas 1 e 4  para 180 min não foi 
capaz de induzir danos ao tecido, como pode ser observado na Tabela 
6.6. Além disso, TIAN et al. (2011) obteve nível baixo de citotoxicidade 





Tabela 6.6. Efeito da acilhidrazona 1 e 4 (10 mg/kg) na atividade da 
LDH extracelular. Cada valor representa a média ± E.P. M. de quatro 
determinações. 
Grupo LDH % do Controle Tempo 
(180 min) 
1 115,2 ± 11,9 




O estudo dos efeitos in vivo e in vitro da acilhidrazona 1 possui 
pelo menos dois alvos estratégicos envolvidos na homeostase da glicose; 
o pâncreas e o músculo esquelético. Os efeitos da acilhidrazona 1  na 
glicemia, na secreção de insulina, e a ação estimulatória na captação de 
cálcio em ilhotas pancreáticas, sugerem fortemente papel secretagogo de 
insulina (Figura 6.4). O efeito antidiabético em ratos induzidos por alo-
xano, o aumento no conteúdo de glicogênio muscular e na captação da 
glicose; sugerem um papel insulinomimético. Ainda, este composto não 
apresentou citotoxicidade. Finalmente, a acilhidrazona 1 parece repre-
sentar um candidato potencialmente útil para a terapia de diabetes em 
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O trabalho caracteriza o mecanismo de ação do ácido (2E)-N-(1'-naftil) -
3,4,5-trimetoxibenzohidrazida (BZD) na captação de glicose em múscu-
lo esquelético e o efeito in vivo na homeostasia da glicose. O efeito agu-
do do BZD na captação de glicose foi mediado pelo aumento da expres-
são e da translocação de GLUT4 para a membrana plasmática no mús-
culo esquelético. O efeito genômico, bem como a translocação do 
GLUT4 envolveu a ativação da PI 3-K e da MAPK. Ainda, a integrida-
de de microtúbulos para o processo de adesão e ancoramento das vesícu-
las contendo GLUT4 foi crucial para o efeito estimulatório do BZD na 
captação da glicose. Além disso, o BZD reduziu a atividade das dissaca-
ridases intestinais, um efeito adicional na homeostasia da glicose que 

























O DM é um problema de saúde mundial, que afeta aproximada-
mente 5% população mundial. Projeções globais sugerem que mais de 
552 milhões de pessoas terão diagnóstico de diabetes até o ano de 2030. 
Noventa e cinco por cento dos pacientes diabéticos são diagnosticadas 
com DM2 (WHITING et al., 2011). Atualmente existem alvos molecu-
lares diferentes para o tratamento do DM2 que podem contribuir para a 
redução da hiperglicemia. O aumento da captação da glicose pelos 
transportadores de glicose (GLUTs) no músculo esquelético e no tecido 
adiposo é classificado como um alvo importante para a terapia do DM 
(MORGAN, CHAI e ALBISTON 2011). Entre a família de GLUTs, o 
GLUT4 exerce uma função primordial na captação de glicose em mús-
culo esquelético (SILVA et al., 2013). 
O efeito estimulatório da insulina na captação de glicose pelos te-
cidos periféricos implica na ativação de vias de sinalização intracelular 
que, culminam na translocação de GLUT4. Proteínas alvo, como a PI3-
K, a Akt e as isoformas atípicas de aPKC (δ e λ) são essenciais para o 
mecanismo de captação de glicose (FARESE e SAJAN 2010; NOZAKI 
et al., 2013). Além disso, outras vias de sinalização alternativas podem 
ser ativadas para estimular a captação de glicose. Esta via alternativa 
envolve a fosforilação do protooncogene Cbl (LIU et al., 2002) ou a 
ativação de proteína cinase ativada pelo 5'- AMP (AMPK ) (HAYASHI 
et al., 1998; MU et al., 2001). Independentemente do estímulo, a inser-
ção de GLUT4 para a membrana plasmática ocorre através de um pro-
cesso de múltiplos passos que envolvem a redistribuição de vesículas 
para a periferia da célula, o ancoramento e a fusão com a membrana 
plasmática. Além disso, os filamentos de actina e os microtúbulos parti-
cipam no processo de translocação de GLUTs (EYSTER e OLSON 
2009; BOGAN, 2012).  
O intestino é um tecido importante para a regulação da homeosta-
se da glicose, pois pode regular a entrada de glicose exógena. Deste 
modo, a redução da absorção intestinal de glicose é outro alvo que po-
dem contribuir para redução da hiperglicemia. Os inibidores da α-
glicosidase, tais como acarbose ou miglitol são geralmente indicados 
para o tratamento do DM2 (DEROSA e MAFFIOLI 2010).  Tratamen-
tos in vitro e in vivo de compostos naturais, sintéticos e semi-sintéticos 




1996; PEREIRA et al., 2011; FREDERICO et al., 2013). Neste sentido, 
compostos que possam atuar em diferentes tecidos para reduzir a hiper-
glicemia são de interesse científico e clínico. 
Derivados das acilhidrazonas ou benzohidrazidas são extensiva-
mente estudados como compostos anti-inflamatórios, antinociceptivos, 
antiplaquetários e potentes vasoativos (FRAGA et al., 2000; SILVA et 
al., 2005; FRAGA e BARREIRO et al., 2006). Alem disso, as benzohi-
drazidas são propostas como potenciais agentes terapêuticos para o DM, 
atuando como um secretagogo de insulina, e estimulando a captação de 
glicose em músculo esquelético (FREDERICO et al., 2012). No entanto, 
os múltiplos sítios de ação da acilhidrazona 1 ou do ácido (2E)-N-(1'-
naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazida (BZD) assim como o mecanismo 
de captação de glicose são desconhecidos. Neste trabalho, foi estudado o 
efeito agudo do BZD em tecidos estratégicos da homeostase da glicose e 
o mecanismo de ação deste composto na captação de glicose no músculo 
sóleo. 
 




HNMPA (AM)3 (inibidor da atividade tirosina cinase do receptor 
de insulina), foi adquirido a partir de Life Sciences Enzo® ( NY, USA ).  
A wortmanina (inibidor da PI3 - K), a colchicina (agente de despolime-
rização de microtúbulos), o RO 31-8220 (inibidor da PKC), o PMA 
(forbol-12-miristato-13- acetato), o PD98059 (2-(2-amino-3-
metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, inibidor da MEK), o SB239063 
(um inibidor de p38 MAPK), a cicloheximida (inibidor de síntese prote-
ína), e a albumina de soro bovino (BSA) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A Maltose D(+)- monohidratada foi 
adquirida da VETEC, Rio de Janeiro, Brasil. O ácido maleico foi adqui-
rido a partir de Nuclear (Diadema, São Paulo, Brasil), e o kit glicose foi 





C]-DG), atividade específica de 10,6 GBq/mmol; 
a timidina ([metil-
14
C]), atividade específica de 1,7464 GBq /mmol, a l-
[U-
14
C] leucina, atividade específica de 11,4 GBq/mmol ([U
14
C] leuci-




Life and Analytical Sciences, (Boston, MA, EUA ). Anticorpo anti-rato 
conjugado com Cy3 foi adquirido a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, EUA). Anticorpo anti-GLUT4 (SC-53566), foi obtido a partir da 
Santa Cruz Biotechnology (Califórnia, EUA). Os sais e os solventes 
foram adquiridos a partir de Merck®AG (Darmstadt, Alemanha). Rea-
gente Fluor Save foi adquirido de Calbiochem (La Jolla, CA). O ácido 
(2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazida foi obtido como descri-
to anteriormente (SEHATA et al., 1996). 
Para os experimentos in vivo o BZD foi dissolvido em uma solu-
ção de Tween 80 a 0,3%; utilizada como veículo. Em todos os experi-
mentos, o veículo per se não foi capaz de alterar o resultado de qualquer 
das condições experimentais, para os grupos tratado e basal (dados não 
mostrados). Para os experimentos in vitro, o BZD foi dissolvido em 
DMSO. O DMSO foi adicionado nos grupos controle e tratamento em 
concentrações finais não superiores a 0,1% (v/v). 
  
7.2.2 Animais experimentais 
 
Ratos Wistar albinos (180-210 g; 48-50 dias de idade) foram cri-
ados em um biotério setorial com ar condicionado (aproximadamente 21 
± 2 ◦C) e iluminação controlada (luzes acesas 6:00-18:00 h). Os ratos 
foram mantidos com ração peletizada (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, 
PR, Brasil) e água de torneira ad libitum. Para tratamentos in vivo os 
ratos foram privados de alimentos durante pelo menos 16 h, mas com o 
acesso livre à água. Todos os animais foram monitorados e mantidos de 
acordo com a lei Lei Arouca n.º 11.794/08 seguindo as recomendações 
éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - 
CONCEA e do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Comis-
são de Ética no Uso de Animais - CEUA protocolo PP00414/UFSC). 
 
7.2.3 Captação de glicose no músculo sóleo 
 
Para os experimentos de captação de [U-
14
C]-2-desoxi-D-glicose, 
músculo sóleo de ratos normais em jejum foram utilizados. Músculos 
sóleo foram distribuídos (esquerda e direita alternadamente) entre gru-
pos controle e tratados. Os músculos foram dissecados, pré-incubados 
durante 30 min e incubados por 60 min a 37 °C em tampão KRb suple-




5%, v/v). Primeiro, o BZD (0,2 µM, 2 µM ou 20 µM) foi adicionado ao 
meio de incubação contendo 
14
C-DG (0,1 μCi/mL) durante 60 min, para 
se obter a curva dose resposta. Depois, diferentes fármacos, tais como 
100 µM HNMPA(AM)3, 50 μM PD98059, 10 μM SB239063, 350 µM 
cicloheximida, 100 nM wortmanina, 1 µM colchicina, 1 µM RO-318220 
e 100 nM forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) foram adicionados no 
meio de pré-incubação (30 min) e incubação (60 min), na presença ou 
ausência do ácido  (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazida 20 
µM com 
14
C-DG (0,1 μCi/mL). As amostras foram processadas de acor-
do com FREDERICO et al., (2012). Os resultados foram expressos em 
nmol de unidades de glicose/mg de proteína. 
 
7.2.4 Estudos da síntese de proteína e da incorporação de ti-
midina no DNA em músculo sóleo  
 
Para os ensaios de síntese de proteínas, músculos sóleo foram 
removidos e pré-incubadas durante 30 min em tampão KRb com 
O2/CO2 (95:5;v/v) pH 7,4. O BZD 20 µM foi adicionado ao meio de 
incubação (60 min), na presença de l-[U-
14
C] leucina (0,1 µCi/mL). As 
amostras foram processadas como descrito por MENEGAZ et al., 
(2006). Os resultados da síntese de proteína foram expressos como 
CPM/µg de proteína.  
Para o [metil-
14
C]-timidina em DNA, fatias de músculo foram 
distribuídas (alternadamente à esquerda e à direita) entre os grupos con-
trole e tratados. Músculo sóleo foram removidos e pré-incubadas duran-
te 30 min em tampão KRb com O2/CO2 (95:5;v/v) pH 7,4. O BZD 20 
µM foi adicionada ao meio de incubação (60 min), na presença de 
14
C-
timidina (0,5 µCi/mL). Após a incubação, os músculos foram lavados 
em meio KRb frio e processados de acordo com ZANATTA et al., 
(2011). Os resultados foram expressos como CPM/μg de proteína.  
 
7.2.5 Gel de poliacrilamida para eletroforese e análise de imu-
notransferência 
 
Os músculos sóleo de ratos tratados in vitro com/sem 20 µM 
BZD foram homogeneizados numa solução de lise contendo 2 mM ED-
TA, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 4% (w/v) e a proteína total foi determi-




zado inteiro), as amostras foram dissolvidas em 25% (v/v) de uma solu-
ção contendo 40% de glicerol, 5% de mercaptoetanol, 50 mM Tris-HCl, 
a pH 6,8 e fervido durante 3 min. As concentrações proteicas iguais 
foram carregadas em géis de poliacrilamida 12% e analisadas por SDS-
PAGE de acordo com o sistema descontínuo de Laemmli, (1970) e 
transferidas para membranas de nitrocelulose durante 2h a 120V em 
tampão de transferência (Trizma 48 mM, 39 mM de glicina, 20 % de 
metanol e 0,25 % de SDS). As membranas de nitrocelulose foram incu-
badas durante 2 h em solução de bloqueio (TBS, 0,5 M de NaCl, de 
Trizma 20 mM, mais 5% de leite em pó desnatado) e, em seguida, incu-
badas durante a noite a 4°C com anti-GLUT4 (1:500). As membranas 
foram incubadas durante 2 h com anticorpo anti-camundongo IgG 
(1:1000) e as bandas imunorreativas foram visualizadas utilizando o kit 
de quimioluminescência do substrato de HRP Immobilon ™ Ocidental 
(KAPPEL et al., 2013). Autorradiogramas foram quantificados através 
da determinação das densidades ópticas com 02.00 software (Packard 
Instrument Company) versão OptiQuant. 
 
7.2.6 Análise por imunofluorescência 
 
Músculos sóleos do tratamento in vivo com BZD 10 mg/kg (reti-
rados após 180 min de tratamento por via oral) e do tratamento in vitro 
com/sem BZD 20 µM (105 min de incubação) foram fixadas em para-
formaldeído a 4% , desidratadas e embebidas em parafina como DOS 
SANTOS et al., (2012). Resumidamente, blocos representativos dos 
tecidos embebidos em parafina foram cortados em 5 µm, desparafiniza-
dos, reidratados e colocados em 10 mM tampão citrato durante 8 min a 
37 ºC para recuperação antigênica. As secções foram submetidas a uma 
solução de bloqueio de BSA a 3% e 1% de Igepal em PBS durante 1h a 
37ºC e incubadas durante a noite a 7°C, com anticorpo anti- GLUT4 
(1:500) na mesma solução. Após as lavagens, as secções foram incuba-
das durante 1h a 37ºC com anticorpo conjugado com Cy3 (1:500) na 
mesma solução e, em seguida, contrastadas com DAPI. Assim, as sec-
ções foram montadas em FluorSave. Análises de distribuição de GLUT4 






7.2.7 Ensaios da atividade das dissacaridades  
 
Um segmento do intestino delgado foi removido, lavado em solu-
ção de NaCl a 0,9%, secados em papel de filtro, pesados, cortados e 
homogeneizados 6 x g com NaCl a 0,9% (400 mg de duodeno por mili-
litro) durante 1 min a 4°C. O extrato resultante foi centrifugado a 4722 x 
g durante 8 min. O sobrenadante foi utilizado para a medição da ativida-
de in vitro e in vivo, da maltase e sacarase e também para a determina-
ção da proteína. As atividades da maltase (CE 3.2.1.20) e sacarase (CE 
3.2.1.48) foram determinadas utilizando um kit de diagnóstico de glico-
se baseado no reagente de glicose oxidase e de acordo com PEREIRA et 
al., (2011). A atividade específica foi definida como a atividade da en-
zima por miligrama de proteína. A concentração da proteína foi deter-
minada como descrito por LOWRY et al., (1951), usando albumina 
sérica bovina como padrão. Os ensaios foram realizados em duplicata e 
conduzidos, juntamente com os controles apropriados. 
 
7.2.8 Análises estatísticas 
 
Os resultados foram expressos como a Média ± E.P.M., conforme 
número de amostras especificado nas figuras. As comparações estatísti-
cas foram realizadas através da análise de variância de uma ou duas vias 
(ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni pelo programa INS-
TAT. As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 
significativas para um “p” igual ou menor que 0,05.  
 
7.3 RESULTADOS  
 
7.3.1 Mecanismo de ação do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na captação de glicose no mús-
culo sóleo de ratos 
 
O efeito agudo do BZD (Figura 7.1A) na glicemia foi relatado an-
teriormente por FREDERICO et al. (2012) demonstrando uma redução 
significativa da glicemia na curva de tolerância oral à glicose. A Figura 




µM) do BZD na captação de glicose no músculo sóleo, em 60 min de 
incubação. Como pode ser observado, este composto estimulou a capta-
ção de 
14
C-DG aproximadamente 80% para cada concentração, quando 
comparado com o grupo controle. Com base nestes resultados o meca-
nismo do BZD foi investigado. 
Inicialmente, a captação de glicose foi medida com/sem 100 µM 
HNMPA(AM)3, um inibidor da atividade tirosina-cinase do receptor de 
insulina (CAZAROLLI et al., 2013). O BZD 20 µM aumentou significa-
tivamente a captação de glicose quando comparada com o grupo de 
controle. O HNMPA(AM)3, não alterou o efeito estimulatório na capta-
ção de glicose induzido pelo BZD.  
Para avaliar o envolvimento as vias da MAP cinase sob efeito es-
timulatório do BZD, 50 µM de PD98059, um inibidor de MEK foi utili-
zado (CAZAROLLI et al., 2013). Na Figura 7.1C, o efeito estimulatório 
do BZD foi completamente bloqueado por PD98059. Além disso, o 
efeito estimulatório do BZD foi abolido na presença de 10 µM 
SB239063, um inibidor de p38 MAPK (CAZAROLLI et al., 2013). 
Deste modo, para avaliar se a resposta biológica do BZD é mediada por 
processo ativo de síntese proteínas de novo, a cicloheximida, um potente 
inibidor de síntese de proteínas (350 µM) foi utilizada (CAZAROLLI et 
al., 2013). A cicloheximida aboliu completamente o efeito estimulatório 
































BZD                            -     +      -     +     -     +      -      +     -     +
HNMPA                    -      -      +    +     -      -      -       -     -      -
  PD 98059                -      -       -     -     +     +     -       -      -      -
  SB 239063    -      -       -     -      -      -     +      +     -      -













































































Figura 7.1. (A), Estrutura do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida (BZD). (B), curva de dose-resposta do BZD. 
(C), HNMPA, PD 98059, SB 39063 e cicloheximida no músculo sóleo. 
Os valores são expressos como média ± SEM, n = 4 de 3 experimentos 
independentes. 
***
p≤ 0,001 em comparação com o grupo controle 
###
p≤ 
















































































































7.3.2 Efeito do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na síntese de proteínas e ativi-
dade nuclear 
 
A fim de confirmar o efeito genômico do BZD na captação de 
glicose, a síntese de proteínas e atividade nuclear foi estudada. Ensaios 
de síntese de proteínas foram realizados em fatias de músculos sóleo. A 
incorporação de l-[U-
14
C] leucina em proteínas foi significativamente 
aumentada por BZD 20 µM após 60 min de incubação (Figura 7.2A). 
Além disso, este composto aumentou drasticamente a incorporação de 
14
C-timidina ao DNA no músculo após 60 min de incubação quando 
comparado ao grupo controle (Figura 2B). 
 
Figura 7.2. Efeito do BZD 20 µM na incorporação de (A) 
14
C-leucina 
em proteínas e (B) de timidina em DNA ([metil-
14
C]), in vitro no mús-
culo sóleo. Os valores são expressos como média ± E.P.M., n = 4 
***
p≤ 



























7.3.3 Efeito do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na translocação de GLUT4, 
imunoconteúdo e localização da membrana plasmática 
no músculo sóleo 
 
Para determinar o mecanismo através do qual o BZD estimulou a 
captação de glicose no músculo, foi realizado o ensaio de captação de 
glicose com 100 nM de wortmanina, um inibidor específico para PI 3-K 
(CAZAROLLI et al., 2013), 1 µM de colchicina, um agente de despoli-
merização de microtúbulos, 1 µM de RO 31-8220, um bloqueador de 
proteína cinase C atípica (aPKC) e 100 nM de PMA, um ativador da 
PKC nova e convencional (c/nPKC) (CAZAROLLI et al., 2013). O 
efeito do BZD na captação de glicose foi completamente bloqueado na 
presença de wortmanina e de colchicina. No entanto, o efeito estimulató-
rio do BZD na captação de glicose não foi alterado na presença de RO 
31-8220. O efeito estimulatório do BZD na captação de glicose foi 
completamente abolido na presença de PMA, um ativador da n/cPKC 
(Figura 7.3). 
Na Figura 7.4 o BZD 20 µM aumentou significativamente o imu-
noconteúdo total de GLUT4 no músculo sóleo quando comparado com 
o grupo de controle, in vitro (105 min). Além disso, a localização de 
GLUT4 com/sem BZD in vivo e in vitro, foi investigado como mostrado 
na Figura 7.5 no painel A, B, C, D e E. O efeito do composto na imuno-
localização de GLUT4 in vitro (painel C) e também após o tratamento in 
vivo (painel D) foi evidente, como observado na membrana de plasmáti-
ca do músculo sóleo. A presença de GLUT4 na célula foi marcadamente 
aumentada pelo BZD (painel C e D), comparados com os respectivos 
grupos de controle.  
A Figura 7.6 resume os primcipais mecanismos ativados pelo 





















BZD                              -     +      -     +     -     +     -     +     -      +
 Wortmannina          -      -     +     +     -      -     -      -      -      -
 Colchicina            -      -       -     -     +     +     -      -     -      -
RO 31-8220             -      -      -      -      -     -     +     +     -      -






































Figura 7.3. Efeito de 100 nM wortmanina, 1 µM de colchicina , 1 µM 
RO 31-8220 e 100 nM de PMA na  captação de glicose estimulada pelo 
BZD no músculo sóleo. Os valores são expressos como média ± E.P.M., 
n = 4 de 3 experimentos independentes. 
***
p≤ 0,001 em comparação 
com controle 
###







































Figura 7.4. Efeito in vitro de 20 µM do BZD no imunoconteúdo total de 
GLUT4 em músculo sóleo incubado por 60 min. Os valores são expres-
sos como média ± E.P.M., n = 4 de 3 experimentos independentes. 
**
p≤ 








































Figura 7.5. Efeito in vitro (20 µM) e in vivo (10 mg/kg) do BZD na 
localização por fluorescência de GLUT4 no músculo sóleo. Para as aná-
lises in vitro (painel A e C), tempo de incubação: 60 min, na presença 
do BZD. Para as análises in vivo (painel B e D), em 210 min após admi-








Figura 7.6. Modelo de captação de glicose estimulada pelo ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazida 
(BZD) no músculo esquelético. O BZD ativa uma variedade de vias de sinalização, tais como PI 3-K, p38 MAPK e 
MEK. Translocação de GLUT4 para a membrana do plasma dependente de PI 3-K. p38 MAPK estimula a atividade 
intrínseca do GLUT4. MEK aumenta atividade nuclear e a síntese de proteínas de novo, que culmina com o aumento 
da síntese de GLUT4. MEK: proteína cinase da cinase ativada por mitogéno seletiva para serina/treonina, PI 3-K: 

















































































7.3.4 Efeito do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na atividade das dissacaridases 
 
O efeito do BZD foi avaliado após 210 min de tratamento in vivo 
(10 mg/kg) e in vitro (0,1; 1; 10 e 100 µM) em 5 min de incubação. Este 
composto reduziu aproximadamente 22% e 27%, das atividades da saca-
rase e da maltase após o tratamento in vivo (Figura 7.7 A e B; respecti-
vamente). Para o tratamento in vitro, o BZD não mostrou efeito inibitó-
rio na atividade da sacarase (Figura 7.8A). Por outro lado, a atividade in 
vitro da maltase foi reduzida cerca de 60% na presença do composto 
(Figura 7.8 B). 
 
Figura 7.7. Efeito in vivo de 10 mg/kg do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na atividade  específica de (A) sacarase e (B) 
maltase. Os valores são expressos como média ± E.P.M., n = 5 de 3 
experimentos independentes. 
*
p≤ 0.5 e 
**





































































































Figura 7.8. Efeito in vitro de diferentes concentrações do ácido (2E)-N-
(1'-naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazida (0,1; 1; 10 e 100 µM) na ativi-
dade  específica de (A) sacarase e (B) maltase. Os valores são expressos 
como média ± E.P.M., n = 5 de 3 experimentos independentes. 
***
p≤ 


























Após a descoberta do efeito secretgogo de insulina e antihipergli-
cêmico das acilhidrazonas ou benzohidrazidas relatados por FREDERI-
CO et al. (2012), que também estão de acordo com as conclusões descri-
tas por ZAPATA-SUDO et al. (2012), os atuais dados destacam o me-
canismo de ação do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5-
trimetoxibenzohidrazida na captação de glicose em um tecido-alvo da 
insulina, o músculo esquelético. 
O efeito estimulatório do BZD na captação de glicose no músculo 
sóleo indica um efeito insulinomimético potente deste composto. O 
músculo esquelético é um dos principais alvos da insulina para manter o 
equilíbrio da glicose do corpo. A insulina aumenta a captação de glicose 
através da mobilização de vesículas contendo GLUT4 dos compartimen-
tos intracelulares para a superfície celular (DOUEN et al., 1990; BO-
GAN, 2012). A captação de glicose também pode ser aumentada pelo 
músculo esquelético em resposta de contração (RUSSEL et al., 2004; 
DESHMUKH et al., 2006). Além do efeito da insulina no metabolismo 
da glicose e lípideos, a ligação deste hormônio com o receptor desenca-
deia múltiplas vias de sinalização que participam no crescimento e dife-
renciação de células, que podem ser ativados através da via das MAPK 
(HEI, 1998). Embora a captação de glicose estimulada por BZD não foi 
modificado na presença de um inibidor da atividade tirosina-cinase do 
receptor da insulina, parece que este composto contribui para a captação 
de glicose ativando eventos genômicos. A inibição da MEK e da p38 
MAPK com os inibidores PD98059 e SB239063 (UNDERWOOD et al., 
2000; BARONE et al., 2001; JENSEN et al., 2003), respectivamente, 
indicam estes eventos. O envolvimento da MEK no transporte de glicose 
já foi descrito por alguns compostos naturais (CAZAROLLI et al., 2013; 
KAPPEL et al., 2013). A captação de glicose estimulada por BZD pode 
atuar através a via da MAPK, estimulando a expressão de transportado-
res de glicose ou de proteínas envolvidas em cascatas de fosforilação da 
insulina, uma vez que a captação de glicose foi completamente inibida 
na presença de cicloheximida. Estes resultados estão de acordo com o 
relatado por outros grupos (ANANDHARAJAN et al., 2006; CAZA-
ROLLI et al., 2013; KAPPEL et al., 2013), sugerindo que a síntese de 





7.2A e B, tanto a incorporação de leucina na síntese de proteínas, como 
a incorporação de timidina ao DNA foram estimuladas pelo BZD. Em 
conjunto, estes resultados indicam que o BZD pode exercer os efeitos 
biológicos através de efeitos nucleares.  
A ativação sequencial da PI 3-K e da Akt após a ligação da insu-
lina ao receptor de superfície celular é essencial para a translocação de 
GLUT4 (BOGAN, 2012).   No presente estudo, se observou que a PI 3-
K está fortemente envolvida no efeito estimulatório do BZD na captação 
de glicose, mesmo na presença do receptor de insulina inativado. A 
translocação de GLUT4 comumente requer a interseção das vias de 
sinalização da insulina e de tráfico de vesículas. O AS160, um substrato 
da Akt, pode mediar efeitos da insulina na maquinaria da translocação 
de vesículas contendo GLUT4 (GSV) (KANE et al., 2002; MIINEA et 
al., 2005; BOGAN, 2012). Além disso, foi observado que as GSVs se 
movem ao longo dos microtúbulos (SEMIZ et al., 2003; LIZUNOV et 
al., 2005). Estudos demonstram que os agentes despolimerizadores de 
microtúbulos inibem a translocação de GLUT4 e a captação de glicose 
estimulada por insulina (FLETCHER et al., 2000; OLSON et al., 2003). 
Além disso, esses autores mostraram que o transporte de vesículas con-
tendo GLUT4 ao longo dos microtúbulos é indispensável para a translo-
cação de GLUT4. O presente resultado indica que o aumento da capta-
ção de glicose por BZD requer microtúbulos intactos para a translocação 
de GLUT4 e este efeito pode ser dependente de PI 3-K. Estes eventos 
são semelhantes aos demonstrados para a translocação de GLUT4 em 
adipócitos por SEMIZ et al., (2003) e LIZUNOV et al. (2005). 
Após a geração de fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato, este por sua 
vez, ativa a cinase 1 dependente de fosfatidil-inositol (PDK1). Esta ci-
nase, em seguida, ativa a Akt e as isozimas PKCδ e PKCι/λ da aPKC 
(KANOH et al., 2001). Estas isoenzimas da aPKCs desempenham fun-
ção importante na ativação do transporte de glicose por insulina, em 
adipócitos 3T3-L1 (KANOH et al., 2001) e em adipócitos de ratos e 
humanos (STANDAERT et al., 1997; BANDYOPADHYAY et al., 
2002). Neste estudo, as c/nPKC, quando ativadas por PMA, bloquearam 
o efeito estimulatório de BZD na captação de glicose. Estes dados em 
conjunto indicam que esta via não está diretamente envolvida no efeito 
estimulatório do BZD na captação de glicose. Estes resultados estão de 
acordo com os descritos por CHEN et al., (2008) desde que PMA não 





de nPKCs também está envolvido no desenvolvimento da resistência à 
insulina (TIMMERS, SCHRAUWEN e DE VOGEL, 2006). Com base 
nos dados da Figura 7.3A, as isoformas de PKC não estão envolvidos no 
efeito estimulatório do BZD na captação de glicose, uma vez que o RO 
31-8220, que foi capaz de bloquear as isoformas PKC atípicas (CAZA-
ROLLI et al., 2013), não alterou o efeito estimulatório do BZD. Além 
disso, PMA, que é um ativador de c/nPKC, anulou a ação estimulatória 
do BZD na captação de glicose (KAPPEL et al., 2013). Em experimen-
tos adicionais, se observou que o cálcio intra e extracelular não está 
envolvido no efeito estimulatório do BZD na captação de glicose (dados 
não mostrados). 
O BZD pode atuar através da via MAPK para estimular a expres-
são de transportadores de glicose. Assim, o imunoconteúdo, bem como a 
localização de GLUT4 na membrana plasmática de músculo sóleo, na 
presença do BZD foi aumentada significativamente quando comparada 
ao grupo controle. A Akt ativa fosforila vários efetores downstream que 
promovem diversas respostas biológicas, incluindo a estimulação da 
captação de glicose, síntese de proteínas e de glicogênio e a regulação 
da expressão gênica (BOGAN, 2012). A insulina ativa as vias MAPK, 
que podem estar envolvidas em efeitos mitogênicos em vez de metabó-
licos. O IRS-1 e uma molécula adaptadora Shc são responsáveis pela 
ativação de p21ras, via Grb2 e mSOS e que ativam a via das MAPK 
(BOGAN, 2012). 
SWEENEY et al. (1999) sugere que a ativação da p38 MAPK 
pode mediar a captação de glicose estimulada por insulina. Além disso, 
foi proposto que o transporte de glicose estimulado por insulina pode 
incluir alterações na atividade intrínseca dos GLUTs (MOYERS et al., 
1996). Foi demonstrado que os quatro inibidores da p38 MAPK redu-
zem a captação de glicose estimulada por insulina, sem alterar a translo-
cação dos GLUTs (SWEENEY et al., 1999). No presente estudo, o efei-
to estimulatório do BZD foi completamente bloqueado por SB239063. 
Juntos, estes resultados sugerem uma correlação positiva entre a estimu-
lação da captação de glicose e ativação de p38 MAPK. 
O intestino exerce uma função importante para a homeostase da 
glicose. Uma abordagem terapêutica para reduzir a hiperglicemia pós-
prandial é a de retardar a absorção de glicose através da inibição das 
enzimas de hidrólise de hidratos de carbono, tais como α-glicosidases, 





na membrana em forma de escova do intestino delgado e são necessárias 
para a decomposição de hidratos de carbono antes da absorção de mo-
nossacarídeos. Os inibidores da α-glicosidase retardam a absorção de 
carboidratos ingeridos, diminuindo os picos de glicemia e insulina pós-
prandial (DE MELO e CARVALHO, 2006). Alguns estudos têm mos-
trado que a atividade da sacarase e da maltase se encontram anormal-
mente elevadas no intestino delgado de pacientes diabéticos e em mode-
los animais de diabetes (LIU et al., 2010; HAMDEN et al., 2011; DENG 
et al., 2011). Além disso, estudos in vitro e in vivo mostraram evidências 
de que a deficiência de insulina induz o aumento anormal na expressão 
de dissacaridades intestinais em estados diabéticos (LIU et al., 2011). 
Neste estudo, foi demonstrado que o BZD reduziu in vivo a atividade da 
sacarase e da maltase e in vitro na atividade da maltase. Desde modo 
este composto é capaz de controlar a homeostasia de um tecido impor-




O efeito estimulatório do ácido (2E)-N-(1'-naftil)-3,4,5 trimetoxi-
benzohidrazida na captação de glicose no músculo esquelético pode 
ocorrer como uma consequência da atividade intrínseca alterada de 
GLUT4 e do aumento de síntese de proteínas; através de um mecanismo 
mediado pela via da PI 3-K e da MAPK (Figura 7.6). Além disso, BZD 
contribui para o equilíbrio da glicose através da redução da atividade das 
dissacaridases intestinais. Juntos, estes resultados apontam o BZD como 
um alvo potencial para as estratégias de intervenção farmacológica no 





8. DISCUSSÃO GERAL DOS RESULTADOS 
 
O presente trabalho avaliou duas classes estruturais de compos-
tos, as sulfonamidas derivativas de um fragmento estrutural da gliben-
clamida e as acilhidrazonas. Dentro da particularidade de cada classe, 
ambas apresentaram efeitos biológicos sobre a homeostasia da glicose e 
em diferentes tecidos alvo da insulina.  
A importância de se realizar um estudo em que se modifica a es-
trutura de um medicamento já conhecido e amplamente utilizado, a gli-
benclamida, em longo prazo é a possível utilização desta nova estrutura 
como novo tratamento para pacientes diabéticos. Apesar de a glibencla-
mida ser excelente para reduzir a glicemia e os diminuir níveis de he-
moglobina glicada (HBA1c), ela possui graves efeitos colaterais, princi-
palmente para o tratamento do diabetes, sendo estes, o ganho de peso, o 
risco da hipoglicemia e a exaustão e conseqüente perda da função da 
célula beta pancrética (RABUAZZO et al., 1992; BALL, FLATT e 
MCCLENAGHAN 2000; BALL et al., 2000).  
O teste de tolerancia oral à glicose realizado neste trabalho possui 
sensibilidade de aproximadamente 15% para detectar um impacto esta-
tisticamente significativo dos compostos testes. Este protocolo é am-
plamente utilizado para o screening de compostos com potencial ativi-
dade antidiabética (MEDINA GOMEZ et al., 2005; CANI et al., 2006; 
ANDREELLI et al.,  2006). Nos resultados relacionados a sulfonamida 
5, esta reduziu a glicemia de maneira menos drástica quando comparada 
a glibenclamida. Este fato pode ser um indicativo de um menor risco de 
hipoglicemia em um tratamento crônico, por exemplo. O segundo aspec-
to notável da sulfonamida 5 é o perfil da secreção de insulina. O efeito 
da exaustão das células beta pancreáticas está relacionado a uma maior 
secreção de insulina de primeira fase (5 a 10 min) (YANG e BERG-
GREN, 2006). Apesar de nosso estudo ser limitado quanto a este aspec-
to, pois o avaliamos a secreção de insulina apenas em 15 min, o fato do 
efeito secretagogo da sulfonamida 5 ocorrer em 30 e 60 min, pode re-
presentar menor dano as células beta. 
A sulfonamida 11 tem poder de redução de glicemia sobre a cur-
va de tolerancia oral a glicose muito semelhante à glibenclamida. Outro 





GES, que clinicamente está relacionado à redução da HbA1c (LESLIE 
e COHEN, 2009). Além disso, este composto aumentou a captação da 
glicose em tecido muscular e adiposo, um efeito também já conhecido 
da glibenclamida (TSIANI  et al., 1995). Contudo, ainda não foi avalia-
do o poder secretagogo da sulfonamida 11. A sulfonamida 11 pode a-
presentar vantagens ao uso da glibenclamida em estudos que visem à 
redução da dose para se obter o mesmo efeito terapêutico, um aspecto 
não avaliado em nosso estudo. Por isso, em uma análise inicial dos re-
sultados obtidos com as sulfonamidas baseadas em um fragmento da 
glibenclamida é que mais estudos devem ser realizados no sentido de 
avaliar os possíveis efeitos adversos e caracterizar os efeitos biológicos 
de maneira a desvendar se estas novas estruturas podem se tornar medi-
camentos mais atraentes do que a glibenclamida ou outros medicamen-
tos já disponíveis no mercado para tratamento do diabetes, em estudos 
pré-clínicos. 
As acilhidrazonas apresentam um amplo espectro de ação, sendo 
consideradas como substancias promíscuas, que podem agir em mais de 
um sítio de ação (FRAGA et al., 2000; SILVA et al., 2005; FRAGA e 
BARREIRO et al., 2006; WANG et al., 2009). A acilhidrazona 1 ou ou 
ácido [(2E)-N-(1'-naftil) -3,4,5-trimetoxibenzohidrazida] ou BZD parece 
compartilhar com estas características em relação a sua atividade sobre a 
homeostasia da glicose, pois nos resultados do presente trabalho, o BZD 
mostrou efeitos tanto na secreção como na ação da insulina. O BZD 
reduziu a glicemia sobre a curva de tolerancia oral a glicose, aumentou a 
secreção de insulina, reduziu a glicemia em animais diabéticos e aumen-
tou a captação de glicose no tecido muscular. Além destes efeitos, em 
estudos não demostrados neste trabalho, o BZD aumentou os níveis de 
GLP-1 séricos sobre a curva de tolerancia oral à glicose em ratos e re-
verteu a resistência a insulina e a esteatose hepática em camundongos 
swiss resistentes a insulina. Como podemos observar, este composto age 
sobre o metabolismo de carboidratos e lipídeos sugerindo muitas ações 
biológicas atraentes para a terapêutica do DM2. Neste sentido estudos 
pré-clínicos de toxicidade aguda e crônica, e testes farmacocinéticos e 
farmacodinâmicos podem ser realizados a fim de aprovar este composto 








9. CONCLUSÃO GERAL 
 
A partir dos resultados obtidos neste trabalho concluímos que as 
sulfonamidas baseadas em um fragmento da glibenclamida e as acilhi-
drazonas sintéticas possam regular a homeostasia da glicose. Os meca-
nismos envolvem o aumento na utilização da glicose pelos tecidos peri-
féricos, o estímulo da secreção de insulina, a inibição da glicação e a 
inibição da enzima que permite a absorção intestinal da glicose. Estes 
resultados indicam que ambas as classes podem atuar em diferentes 
mecanismos de ação para regular a homeostasia da glicose e colaborar 
para a prevenção das complicações do diabetes. Estudos pré-clínicos 
adicionais como testes de prova de conceito para confirmação de um 
efeito translacional na terapia para o tratamento do diabetes devem ser 
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